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RESUMO  
Neste trabalho utilizou-se extractos aquosos de plantas, Lúcia-lima e a Erva de São Roberto, 
na síntese de nanopartículas de ouro (AuNPs). Este é um método simples, pouco dispendioso e 
não requer a utilização de compostos tóxicos. As AuNPs foram detectadas em solução pela 
alteração da sua cor para um tom vermelho ou violeta e por espectrofotometria de UV-Visível-
NIR pela detecção de uma banda de absorvência, acima de 520 nm, devida ao fenómeno de 
Surface Plasmon Ressonance. A localização desta banda depende do tamanho das partículas, 
pelo que no caso de partículas anisotrópicas (poligonais) a presença de um plano longitudinal 
de muito maior diâmetro levou à detecção de uma segunda banda a c.d.o. superiores. As 
AuNPs foram caracterizadas por Microscopia de Transmissão Electrónica e Difracção de Raios-
X. Por cromatografia de alta pressão, comparou-se a composição dos extractos antes e após a 
biossíntese e por espectroscopia de Infra-Vermelho determinou-se quais os grupos funcionais 
presentes nas AuNPs.  
Estudou-se os efeitos da concentração de extracto, da temperatura e da exposição à luz, na 
cinética, formação, morfologia e tamanho das AuNPs.  
Foram obtidas AuNPs esféricas, elipsoidais e anisotrópicas (triangulares, hexagonais, 
pentagonais e bastonetes) com dimensões variáveis. Com o extracto de Lúcia-lima, detectou-
se a banda SPR entre 560 e 530nm correspondente a partículas de ouro com tamanhos entre 5 
e 50 nm, representando 70% das partículas. O tamanho médio das partículas e a fracção de 
partículas anisotrópicas diminuiu com o aumento da concentração de extracto. Para o extracto 
de Erva de São Roberto, o aumento da concentração de extracto resultou num aumento da 
percentagem de partículas entre 5 e 30nm até 90% e ocorreu uma redução do tamanho médio 
das partículas anisotrópicas de 50 para 15nm.  
O aumento da concentração dos extractos, da temperatura, e a exposição à luz favoreceu a 
reacção, formando-se NPs cristalinas de tamanhos médios menores.  
A análise por HPLC revelou a presença de luteolina-7-O-diglucorónido, verbascósido, 
crisoeriol-7-O-diglucorónido e isoverbascósido, para o extracto de Lúcia-lima e de ácido 
sinápico glucoronizado, quercitrina, ácido gálico, ácido elágico e cianidina para o extracto de 
Erva de São Roberto. Os resultados de HPLC e FTIR sugerem que o envolvimento destes 
compostos na biosíntese e na estabilização das AuNPs. 
As AuNPs apresentaram capacidade de inibir o enzima acetilcolinesterase e baixa 
citotoxicidade a nível celular. 
  
ABSTRACT  
The reduction of AuCl4
- ions by plant leaf extracts is a one-step inexpensive green method for 
the biosynthesis Gold Nanoparticles (AuNP) that does not require other toxic or expensive 
intervenients. AuNPs synthesized by such phytochemical agents show a high biocompatibility, 
crucial for biological applications such as labelling, drug delivery and disease treatment. AuNPs 
are easily detected by UV-Vis-NIR spectroscopy because of the surface plasmon resonance 
(SPR) phenomenon that arises in noble metal nanoparticles. The band peak wavelength, 
usually detected above 520 nm, increases with particle size and large anisotropic particles 
(polygonal shapes and nanorods) cause a second band at higher wavelengths. The shapes and 
sizes can be observed by TEM-EDS (transmission electron microscopy- energy dispersive 
spectroscopy) images and the presence of AuNP crystals is determined by XRD (X-Ray 
Diffraction) diffraction patterns. HPLC (High-Pressure Liquid Chromatography) analysis of the 
extract prior to and after AuNP synthesis Spectroscopy can indicated which extract 
components remained linked to the NP forming a stabilizing capping and (Fourier Transform 
Infra-Red) spectroscopy revealed the chemical groups present on the NP colloid. 
Lippia citriodora and Geranium Robertianum extracts obtained by boiling the leaves, 
effectively synthesized NPs spherical and anisotropic and the reaction was concluded in only a 
few hours.  Using L. citriodora extract, the absorbance peak ranged from 560 to 530 nm, 
corresponding to over 70% of NPs with sizes between 5 and 50nm. The fraction of smaller NPs 
increased whereas the anisotropic particles decreased from 50% to 30% with extract 
concentration. The largest structures presented up 174nm in diameter and were anisotropic. 
Using G. Robertianum extract, the mean particle size was not significantly affected by the 
extract concentration, even though the percentage of NP with sizes between 5 e 30nm (from 
50 to 90%) increased. Anisotropic mean particle sizes decreased from 50 to 15 nm. NP shape 
could be controlled by extract concentration, reaction temperature and exposure to light. The 
increase in any of the three experimental parameters resulted in shorter reaction times, 
reduction of NP sizes, due to a kinetic favouring of NP nuclei synthesis as opposed to their 
growth, and an increase in crystalline nature especially on the (111) plane typical of 
anisotropic particles. Smaller particles presented mainly spherical and ellipsoidal shapes and 
the largest structures were anisotropic, suggesting an oriented growth mechanism, probably 
due to stereochemical constrictions of the capping materials. 
In both extracts, HPLC analysis showed the removal of all phytochemicals after NP synthesis, 
indicating that they play a Key role on the formation and stabilization (capping) of the NPs.  
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1.  INTRODUÇÃO  
 
1. 1 .  LÚCI A-LIM A E  ERV A D E SÃO  RO BE R TO  
A Lúcia-lima ou Lippia citriodora, é uma planta da família das verbenáceas nativa da América 
do Sul e é cultivada no Norte de Africa e Europa. A erva de São Roberto ou Geranium 
robertianum é uma planta pertencente à família das Geraniaceae originária da Europa e 
encontra-se amplamente distribuída pela Ásia e América do Sul. 
 
Figura 1: Imagens das folhas de (A) Lúcia-lima e (B) Erva de São Roberto. 
Ambas as plantas são comuns em Portugal e as respectivas infusões são de uso comum na 
‘medicina popular’. De facto tem sido reportado na literatura que infusões de folhas de Lúcia-
lima possuem propriedades digestivas, carminativas e relaxantes do sistema nervoso[1] No caso 
do S. Roberto, são atribuidas propriedades adstringentes e diuréticas à infusão desta esta 
planta.[2]-[11]. 
A composição fitoquímica de extractos de Lúcia-lima e Erva de São Roberto foi descrita por 
diversos autores.[8][12][13] São constituídos por compostos polifenólicos (flavonóides e ácidos 
fenólicos) e ésteres, os quais parecem ser responsáveis pelos efeitos fisiológicos das infusões 
de Lúcia-lima e Erva de São Roberto. 
A B 
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A composição fitoquímica de extractos de Lúcia-lima varia significativamente entre 
publicações diferentes, tanto nos compostos identificados como nas suas concentrações 
relativas. Em geral, o extracto aquoso de Lúcia-lima contém compostos polifenólicos 
flavonóides, tais como a luteolina, apigenina[6],[7] e crisoeriol com substituintes 7-O-
diglucorónido[9]. Os compostos  fenólicos identificados são o verbascósido e eucovósido e 
isómeros correspondentes.[7],[9] Outros compostos fenólicos de menor relevância incluem β-
hidroxiverbascósido e isómero, forsitósido A e acacetina-7-O-diglucorónido.[9] A quantidade de 
polifenóis pode variar com o estádio de desenvolvimento da planta, como demonstrado nos 
estudos de Valentão et. al (1999)[6] em que foram analisadas folhas de colhidas em duas fases 
de crescimento distintas, nomeadamente, durante a fase de crescimento rápido e no 
florescimento. 
A estrutura química de alguns dos compostos maioritários do extracto de Lúcia-lima 
analisado por Bilia et. al (2008) [7] está indicada na Figura 2. 
A caracterização fitoquimica do extracto aquoso da ERVA DE SÃO ROBERTO encontra-se também 
descrita na literatura. Verificou-se a presença de ácido elágico, isoquercitrina, quercitrina, 
canferóis, ácido ferúlico e siríngico, entre outros.[8][12][13] 
O metabolismo do organismo, por processos de respiração, produz espécies denominadas 
radicais livres, de elevado potencial oxidante. A exposição a poluentes, toxinas, alimentos 
fritos e/ou processados e o stress, físico e emocional, potenciam situações de stress oxidativo. 
Associando este estado ao envelhecimento do organismo, caracterizado por menor potencial 
de regeneração, observa-se um decaimento nas capacidades imunológicas e alterações na 
expressão génica do organismo. Como resultado, podem observar-se sintomas associados a 
inflamação, como febre e artrite e, indirectamente, cancro, devido a danificação do DNA por 
radicais livres.[11] 
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Figura 2: Estrutura química dos principais compostos identificados para o extracto de Lúcia-lima por Bilia AR, et. al 
(2008)
[7]
 
Os compostos fenólicos de elevado potencial redutor encontrados nos extractos de Lúcia-
lima e erva de São Roberto, os quais têm um elevado potencial antioxidante[6]-[11] podem 
actuar como scavengers de radicais livres observando-se um efeito anti-inflamatório a nível 
sistémico. Também é possível que o efeito destes extractos no organismo se deva a 
mecanismos de Inibição de enzimas hidrolíticos e oxidativos[11],[14] e regulação de vias de 
transcrição associadas à resposta anti-inflamatória, como a inibição da produção de TNF-α e 
modulação de prostaglandinas. No entanto, a ingestão das infusões resulta numa baixa 
concentração fisiológica destes compostos no plasma. A baixa absorção destes compostos 
sugere que estes exercem os seus efeitos antes da absorção. A sua presença no tracto gastro-
intestinal pensa-se estar associada à redução de incidência de cancro.[14] 
Espécies flavonóides, para alem de elevado potencial redutor, possuem a capacidade de 
quelar iões metálicos de transição[14], e portanto estes compostos são  bastante promissores para 
a síntese de nanopartículas de ouro.  
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Figura 3: Zonas estruturais responsáveis pelas propriedades de scavenger de espécies radicais por flavonóides. (In 
Amaral et. al (2009)
[8]) 
De facto verificou-se que a utilização de extractos aquosos de plantas na síntese de NPs 
apresenta uma alternativa viável de ‘nanotecnologia verde’ à tradicional via de síntese 
química, a qual envolve compostos tóxicos. 
1.2.  NAN O PAR TÍ C UL AS DE OURO  (AUNPS) 
Nanopartículas (NPs), são definidas como partículas coloidais sólidas com tamanhos de 1 a 
100 nm e que podem ser compostas por carbono, metais, polímeros e fosfolipídios.[15] Em 
geral, apresentam propriedades que estão entre os efeitos quânticos dos átomos e as 
propriedades em volume dos macro/micromateriais e que são dependentes do tamanho, 
forma e compostos à superfície das NPs.[16] Embora seja um campo de estudo em larga 
expansão, o conceito de nanopartícula e o seu estudo químico existem desde o século XIX. 
Encontram-se descrições de Nanopartículas de Ouro (AuNPs) como “ouro solúvel” na 
literatura egípcia do século IV a.C. No século XVIII, Hans Heinrich publicou um tratado 
completo sobre colóides de ouro e no século seguinte, Faraday descreveu a síntese das AuNPs 
pela redução de Cloroaurato aquoso e foi cunhado o termo ‘colóide’. As AuNPs possuiam 
aplicações em campos tão distintos como a medicina (desinfectante ou no  diagnóstico de 
sífilis), e decoração de vitrais (pigmento de coloração vermelha característica).[17] 
O uso de materiais nanoestruturados tem ganho bastante importância devido às suas 
potencialidades quando usados em ciências biomédicas, opticoelectrónica e catálise, entre 
outros. [18] 
As propriedades espectrofotométricas das AuNPs, nomeadamente a absorção de radiação 
perto do infra-vermelho, tem permitido o seu uso em vidros térmicos como forma de reduzir 
passagem de radiação nociva[19], e em terapia de termoablação de tumores por meio de 
incidência de radiação no tecido[20].  Tem sido reportado na literatura, um elevado número de 
estudos sobre a utilização de nanopartículas de ouro no diagnóstico e terapias do cancro.[21] As 
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AuNPs são muito promissoras neste campo, não só devido à sua biocompatibilidade, mas 
também pela facilidade na sua síntese, caracterização e controlo das suas propriedades físicas 
e químicas, as quais dependem do tamanho, forma e compostos que as encapsulam e 
estabilizam.[22],[23] 
1.2.1. Métodos de síntese de AuNPs 
Os processos de síntese de nanopartículas normalmente utilizados envolvem métodos 
electroquímicos (precipitação electroless, electrodeposição) ou por redução química. 
Recentemente, a utilização de sistemas biológicos emergiu como um método singular para a 
síntese de NPs, uma vez que é enquadrado nos processos de síntese considerados como 
“amigos do ambiente” e formam-se partículas possivelmente biocompativeis. Na literatura, as 
nanopartículas obtidas pelos métodos convencionais têm sido amplamente estudadas e 
caracterizadas quanto à sua morfologia e métodos de controlo de forma, tamanho e outros 
parâmetros. Inclusive, algumas já são aplicadas nas áreas mencionadas anteriormente.[24] No 
entanto, no caso particular das nanopartículas biosintetizadas, etas informações, essenciais 
para o desenvolvimento de novas aplicações para as AuNPs, ainda é escassa. Actualmente, 
uma caracterização sistemática da morfologia, distribuição e uniformidade de tamanho e 
forma das nanopartículas produzidas é de extrema importância, uma vez que o controlo sobre 
estes parâmetros permitirá utilizar estes materiais em áreas como medicina. 
Síntese química 
Na síntese química, tipicamente um sal de ouro é reduzido pela adição de um agente 
redutor. Em alguns procedimentos também é adicionado um agente estabilizador 
(surfactante), o qual se liga à superfície da NP formada e impede a agregação na solução 
coloidal. No entanto, há procedimentos em que o agente redutor e estabilizador são o mesmo 
composto, como é o caso do ácido cítrico.[21] 
A redução por citrato dos iões de ouro em sistema aquoso, descrito por Turkevitch em 
1951[25], é um método clássico para síntese de AuNPs que permite algum controlo do tamanho 
médio das AuNPs pela razão entre agentes redutores e estabilizadores utilizados.[16],[26] 
Nanobastões de ouro foram sintesizados por Sal et. al (2004)[27] através do método de 
crescimento,  i.e. através de “sementes” em meio aquoso.  Este procedimento envolve 
primeiro a obtenção das “sementes de Au”, através da adição de diferentes concentrações de 
soluções de brometo de cetiltrimetilamónio (CTAB) uma solução aquosa de ácido 
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tetracloroáurico (HAuCl4.3H2O) sob leve agitação. Posteriormente é adicionada uma solução 
de borohidreto de sódio (NaBH4), sob agitação. Após formação das “sementes de Au” em 
solução, é adicionado uma mistura de soluções de CTAB, HAuCl4.3H2O, nitrato de prata e 
ácido ascórbico, para o crescimento de nanobastões de ouro. 
Síntese biológica  
Recentemente, o uso da química "verde", nomeadamente de sistemas biológicos que 
envolvem microorganismos ou extractos de plantas, para a sintese de nanoparticulas emergiu 
como uma metodologia alternativa aos métodos convencionais. A escolha desta rota sintética 
está relacionada com a crescente necessidade de desenvolver protocolos experimentais 
ambientalmente benignos, sem produtos químicos e solventes tóxicos, com o objectivo de 
obter/utilizar materiais renováveis e/ou biocompatíveis[28]. Alguns exemplos do uso de 
microorganismos na síntese de nanopartículas de diferentes composições químicas incluem 
bactérias (Au, Ag, CdS e ZnS) e leveduras (Au, Ag, ligas bimetálicas (Au-Ag), PbS, CdS, MnS, 
ZnS4)
[29]-[31]. A biosíntese pode ocorrer intra ou extracelularmente, dependendo dos MOs 
utilizados, dos iões metálicos e da sua concentração. A síntese intracelular implica o 
rebentamento das células para recuperação do produto, enquanto que a síntese extracelular 
requer apenas a extracção das NPs do meio de crescimento. 
Verificou-se que iões de AuCl4
- e de prata podem ser reduzidos extracelularmente usando o 
fungo Fusarium oxysporum, gerando-se nanopartículas de ouro extremamente estáveis com 
dimensões de 5–50 nm. Quando exposto simultaneamente a uma mistura aquosa de ouro e 
sais de prata formam-se nanopartículas bimetálicas (liga Au-Ag).[32] Recentemente, 
demonstrou-se que a exposição das bactérias Pseudomonas stutzeri e Lactobacillus s.p.p. a 
concentrações elevadas de iões metálicos leva à produção intracelular de nanopartículas com 
morfologia variável.[30],[33] Leveduras e bactérias têm também sido usadas com êxito na síntese 
intracelular de nanopartículas de CdS e PbS.[34] Outro processo, descrito na literatura, está 
relacionado com a produção de nanopartículas de prata através de catálise por oligopéptidos, 
precipitando-se as partículas com várias formas (hexagonal, esférica e triangular). [34] 
Recentemente tem-se verificado um aumento no número de publicações que descrevem a 
biosíntese de NPs utilizando extractos de plantas como a Aloe vera[35], Coentro[36], Camellia 
sinensis
[37], cinnamomum zeylanicum[38], magnolia e Dyopyrus kaki[39], ‘Neem’ (Azadirachta 
indica)[40], ‘Lemongrass’[41], folhas de pinheiro, gingko, magnolia e bananeira[42], folhas de 
gerânimo[43], Parthenium hysterophorus [44], e chá verde e preto [45], entre muitos outros. 
Biossíntese, caracterização e citotoxicidade de Nanopartículas de Ouro usando extracto de Lúcia-lima e Erva de São Roberto 
Pág. 7 
 
Os extractos de Lúcia-lima e Erva de São Roberto foram já utilizados com sucesso na síntese 
de nanopartículas de prata por Cruz et. al (2010)[10] e Cruz (2010)[46]. No caso da Erva de São 
Roberto, existem ainda publicações que descrevem a síntese de AuNPs com ácido gálico[47] e o 
crescimento com ‘sementes’ de AuNPs com quercitrina[48]. Utilizando apenas ácido gálico, as 
partículas apresentaram elevada anisotropia (formas triangulares e hexagonais) e 
necessitaram de um estabilizador (poly-(N-vinyl-2-pyrrolidone) para evitar a sua agregação. 
Neste caso o mecanismo de crescimento foi preferencial em detrimento da nucleação, pelo 
que os autores concluiram que o composto não apresenta um potencial redutor elevado, tal 
como a quercitrina. 
Deste modo, o estudo das propriedades das AuNPs obtidas por extractos de plantas poderá 
beneficiar do efeito sinergístico dos diversos compostos redutores e assim fornecer um 
método de síntese e estabilização de AuNPs sem a utilização de compostos tóxicos. 
Extractos de plantas de Medicago Sativa, linearis Chilopsis, Avena sativa, Aloe Vera e outros 
têm servido como reagentes para a formação de AuNPs. Estas partículas apresentaram 
tamanhos diversos (<100 nm) e formas (esférica, triangular, cúbica e pentagonal), dependendo 
da planta utilizada, uma vez que estas caracteristicas das NPs são condicionadas pelas 
biomoleculas presentes/extraidas das plantas em estudo.[49] Assim, AuNPs triangulares foram 
obtidas utilizando Aloe Vera e Lemongrass em que se verificou que biomoleculas com grupos 
carbonilo seriam responsáveis pela redução dos iões metálicos.[35][41] Os agentes redutores 
mais promissores para a redução presentes nos extractos de palntas são os compostos 
flavonóides, os derivados de luteolina e apigenina[7], que é a aglicona de apiin. 
Kasthuri et. al (2009)[50] descreveram a síntese de AuNPs, e de NPs de prata, utilizando 
apenas apiin como agente redutor. Obtiveram-se AuNPs cristalinas, com tamanhos inferiores a 
25 nm e formas triangulares e esféricas, dependendo da concentração de apiin utilizada. Os 
autores sugeriram um modelo de interacção entre a NP e o agente redutor segundo o qual a 
ligação poderá ser efectuada pelos grupos carbonilo (-C=O) e hidroxilo (-OH) estabilizados por 
ligações duplas alfa e beta conjugadas, como indicado na Figura 4. 
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Figura 4: Diagrama esquemático da síntese de nanopartículas de ouro e prata estabilizadas por apiin. (Esquema 1 in 
Kasthuri et.al, 2009)
 [50]
 
S. Shiv Shankar (2003)[43], identificou que no caso do extracto de folhas de gerânimo, que as 
proteinas extraidas teriam o papel tanto de agente redutor dos iões prata como de 
estabilizante de nanopartículas de prata formadas. 
Mecanismo de nucleação e crescimento de AuNPs 
As nanopartículas apresentam propriedades únicas, nomeadamente, o padrão de 
difracção de um cristal, mas as características do metal em volume do material em 
micro/macroescala. Com nanoestruturas, é possível por exemplo, controlar as propriedades 
ópticas e electrónicas pela simples alteração do tamanho e/forma das NPs. 
O processo de cristalização está dividido em dois modelos principais. No modelo 
clássico, o cristal forma-se a partir de unidades, como átomos, iões ou moléculas, que formam 
agregados, que podem facilmente desintegrar-se, até ao estado núcleos cristalinos. O 
crescimento do cristal ocorre por ligação directa entre iões ou iteração de unidades. Todo este 
processo é regulado pela cinética da reacção e, principalmente, pela diminuição de entalpia do 
sistema, particularmente na nanoescala, afectando o tamanho limite do núcleo e a orientação 
de crescimento do cristal.[51] 
A cristalização não clássica segue os mesmos princípios básicos da anterior excepto na 
ligação entre as unidades do cristal, a qual ocorre por acumulação direccionada de NPs. A 
maior diferença entre os dois mecanismos centra-se na escala das unidades, que aumentou de 
atómica para escala mesoscópica (nanómetros), e na natureza da interacção entre núcleos, 
que deixou de ocorrer directamente entre os iões para pequenas moléculas (compostos 
orgânicos, polímeros e surfactantes entre outros) à superfície das NPs ou mesmo entre placas. 
O capping das NPs pode permanecer na estrutura como elemento de ligação entre as 
Biossíntese, caracterização e citotoxicidade de Nanopartículas de Ouro usando extracto de Lúcia-lima e Erva de São Roberto 
Pág. 9 
 
unidades, formando-se um mesocristal. A conversão do mesocristal em cristal pode ocorrer 
por fusão à semelhança do observado no mecanismo clássico. Contudo, requer a remoção da 
camada orgânica.  
O mecanismo proposto explica o crescimento de cristais pela fusão de partículas mais 
pequenas. No entanto, observam-se outro tipo de estruturas, nomeadamente anisotrópicas, 
que são melhor explicadas por um modelo de auto-organização entre NPs, por interacções de 
van der Waals, na orientação que mais reduzir a energia de superfície dependendo das 
moléculas a ela ligadas. Trata-se de um mecanismo de cristalização em dois passos, primeiro a 
nucleação, em poucos segundos, e de seguida a ligação na orientação privilegiada, mais 
demorada.[57] Com base nesta teoria, a adição de pequenas moléculas ‘ligantes’ (the 
“assembler”), o capping, à superfície da partícula permite orientar a direcção de crescimento. 
Um exemplo deste mecanismo é a organização espontânea de pequenos (3nm) NPs de titânio, 
com a superfície funcionalizada por ligandos multidentados, numa estrutura de ‘colar de 
pérolas’ com centenas de nanómetros de comprimento e sempre pelo plano (001).[58]  
A reacção pode ainda sofrer um terceiro passo de agregação devido provavelmente 
por via do capping orgânico presente[57]. 
A presença destas estruturas é de difícil detecção, pois o alinhamento das NPs confere-
lhe as propriedades de difracção de um cristal. Por TEM, a presença de mesocristais pode ser 
observada, por exemplo, pela presença de estruturas com uma simetria radial perpendicular 
ao eixo do núcleo.[54] A formação do cristal está directamente dependente do material 
orgânico e da sua capacidade de estabilização das partículas, pois a fusão das nanopartículas 
só ocorre mediante a remoção da componente orgânica. Pelas características do mecanismo, 
os cristais obtidos pela fusão de mesocristais apresentarão maior desorganização na 
orientação de crescimento que o esperado pelo modelo clássico. 
  
Figura 5: Fluoroapatite com crescimento em gel de gelatina. (A) Imagem SEM da área de fractura de um núcleo 
central. (B) Esquematização do arranjo de de NPs hexagonais na formação da superestrutura. In Niederberger M 
and Cölfen H (2006)
[51]
 
A 
B 
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Estruturas deste tipo foram detectadas também em colóides de AuNPs obtidos pela 
utilização de extractos de plantas, estando particularmente bem patente no trabalho de 
Narayanan KB e Sakthivel N (2008)[36], no qual se estudou o extracto de folha de coentro como 
agentes redutores.  
1.2.2. Métodos de detecção e caracterização das AuNPs 
Os nanomateriais podem ser caracterizados por várias técnicas, que fornecem informações 
importantes para a compreensão das suas características físico-químicas. As técnicas mais 
largamente utilizadas são: 
Espectroscopia de UV-Visível 
A espectrofotometria de UV-Visível (UV-Vis) é um método simples e directo para a detecção 
de nanopartículas de ouro devido ao fenómeno de ressonância de plasmão de superfície 
(Surface Plasmon Ressonance -SPR). A banda de absorvência observada é uma consequência 
da oscilação dos electrões móveis (ou 'plasma') na superfície de uma superfície metálica. Estas 
ondas de oscilação de plasma são chamados plasmões de superfície e, quando o vector de 
onda da luz incidente coincide com o comprimento de onda dos plasmões de superfície, induz 
uma ressonância de acordo com a oscilação dos electrões. No caso dos metais nobres, como o 
ouro, a ressonância ocorre na região do visível.[59] 
A oscilação do plasmão de superfície causa uma aumento na absorção da radiação e o 
fenómeno de absorvência é extremamente sensível para NPs apresentando coeficientes de 
absorção mais elevados que o de muitas tintas de alta absorção. A localização da SPR depende 
principalmente do tamanho e forma da partícula e características do meio, o que torna a 
espectrofotmetria de UV-Visível uma técnica ideal para a detecção e caracterização inicial das 
partículas presentes no colóide. No entanto, por ser afectada por tantos factores distintos, não 
se pode relacionar directamente a intensidade de absorvência com a concentração de 
partículas em suspensão. Por exemplo, o fenómeno SPR é muito mais sensível a partículas 
anisotrópicas.[16] 
A localização da banda de SPR depende principalmente do material em questão, mas 
também do tamanho e forma das partículas, do capping e constantes dieléctricas do metal e 
meio envolvente.[16],[60] No caso da prata e ouro, esta propriedade permite a detecção de uma 
banda de absorvência na zona do UV-Vis do espectro. O diâmetro das AuNPs determina o 
c.d.o. de absorvência máxima do pico, observando-se a valores superiores para partículas de 
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maior tamanho. Contudo, o capping e meio envolvente poderão estabilizar o dipolo formado 
pela oscilação colectiva dos electrões, reduzindo a sua energia, o que poderá deslocar o c.d.o. 
para valores superiores. Por exemplo, AuNPs com tamanhos de 15 nm sintetizadas em 
presença de extracto de coentro apresentam uma banda de absorvência a 535nm[36], 
enquanto que em presença de apiin a banda desloca-se para 550nm.[50] 
No caso de partículas anisotrópicas (triângulos, hexágonos, pentágonos ou bastonetes por 
exemplo), o comprimento da NP depende da direcção considerada. Partículas com estas 
formas possuem uma secção transversal (equivalente ao das partículas esféricas) e outra 
longitudinal de maior comprimento, originando uma segunda banda a c.d.o. superior e 
dependente da razão entre os dois comprimentos.[16] 
Microscopia de Transmissão Electrónica 
A microscopia de transmissão electrónica de (TEM) é normalmente usada para obter 
imagens de alta resolução e na análise nanoestrutural e de composição de filmes finos de uma 
amostra sólida. A técnica envolve: (i) a irradiação de uma amostra muito fina por um feixe de 
electrões de alta energia, que é difractado pelo material cristalino ou semicristalino e 
propagado ao longo de diferentes direcções, (ii) imagem e análise da distribuição angular dos 
electrões dispersos e (iii) análise da energia dos Raios-X emitidos. As informações topográficas 
obtidas por TEM são quase ao nível da resolução atómica e podem ser utilizadas  para a 
caracterização estrutural e identificação das diversas fases dos nanomateriais.[61][62] 
Na gama de tamanhos das nanopartículas, as imagens recolhidas por TEM permite distinguir 
claramente formas e tamanhos e distinguir  se as estruturas são planares (cinzas) ou possuem 
crescimento “tridimensional”(escuras). 
Quando acoplado ao aparelho TEM, um Espectrofotómetro de Raios-X de Energia Dispersiva 
é possível analisar a composição química de uma região na amostra. 
Difracção de Raios-x 
A utilização de Difracção de Raios-X (XRD) permite determinar o carácter cristalino de uma 
amostra, o tamanho médio e organização estrutural dos cristais presentes. Os difractogramas 
de XRD representam o número de contagens de incidência de radiação em função do ângulo 
em que esta incide na amostra. O sinal será intenso se a amostra apresentar uma superfície 
cristalina capaz de reflectir a radiação.[63] 
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Cada material tende a produzir cristais com organizações estruturais típicas. Na análise de 
cristais define-se lattice de estrutura, como uma secção que se repete de forma constante na 
estrutura. Cada plano é definido pelas suas coordenadas num eixo tridimensional, 
normalmente centrado num dos vértices ou no centro da estrutura cúbica. Numa estrutura 
cristalina perfeitamente ordenada, a intensidade relativa de cada plano apresenta valores 
tabelados e directamente dependentes do número de átomos que o plano intersecta. Estes 
valores estão indicados na Tabela 1 para estruturas cristalinas de ouro. 
Tabela 1 Valores tabelados para o ângulo de difracção (°2θ), d-value (Å), intensidade relativa (%) e plano de 
difracção correspondente para os picos de Bragg para estruturas cristalinas de ouro. 
Ângulo 
/°2θ 
d-value 
/Å 
Int. rel. 
% 
hkl 
38.18362 2.3550 100 111 
44.39166 2.0390 52 200 
64.57593 1.4420 32 220 
77.54709 1.2300 36 311 
81.72124 1.1774 12 222 
98.13339 1.0196 6 400 
110.7976 0.9358 23 331 
115.2593 0.9120 22 420 
135.4156 0.8325 23 422 
No caso do Ouro, a estrutura é do tipo cubo de faces centradas (fcc), o que implica a 
formação de 9 planos de difracção correspondentes aos planos (111), (200), (220), (311), (222), 
(400), (331), (420) e (422). As propriedades do metal, raio do átomo, determinam a distância 
entre os planos o que irá influenciar o ângulo ao qual é detectado, cujo valor se encontra 
tabelado. A partir da localização do pico, é possível determinar a distância entre planos 
paralelos. Variações nas intensidades relativas dos picos indicam se algum plano apresenta um 
crescimento preferencial, pois este factor depende directamente do número de átomos com 
contribuição no plano. A largura do pico a metade da sua intensidade máxima (FWHM) 
permite calcular o tamanho do cristal através de uma derivação da equação de Bragg: 
  2 sin 	            0.89 ·  ⁄ · cos 	 
Onde λ representa o c.d.o. do Raio-X ; βhkl representa a FWHM; θ o ângulo a que foi medido 
o pico e Lhkl o tamanho do cristal.
[63] 
Biossíntese, caracterização e citotoxicidade de Nanopartículas de Ouro usando extracto de Lúcia-lima e Erva de São Roberto 
Pág. 13 
 
Espectroscopia de Infra-vermelho com transformadas de fourier (FTIR) 
As frequências correspondentes às energias de vibração de ligações químicas correspondem 
a comprimentos de onda na região dos infra-vermelhos (entre 4000 e 400cm-1) do espectro 
electromagnético. O espectro de FTIR de uma amostra vai apresentar os picos de 
transmitância correspondentes aos grupos químicos presentes 
Recentemente, desenvolveu-se o método de tratamento de dados denominado 
transformada de Fourier (FT) que permite converter o padrão de interferência recolhido 
directamente, num espectro de absorção em infra-vermelho. Utilizando um aparelho FTIR, 
obtém-se directamente o espectro contendo os picos de transmitância correspondentes às 
energias de vibração das ligações químicas presentes na amostra. 
Após absorver radiação electromagnética, a frequência de vibração de uma ligação aumenta 
levando a uma transição entre o estado fundamental e vários estados excitados. Estas 
frequências de absorção representam vibrações das ligações químicas no estado excitado e, 
portanto, são específicas para o tipo de ligação e grupo de átomos envolvidos na vibração. Os 
intervalos de detecção de pico estão tabelados para cada grupo funcional e efeito envolvido na 
vibração (stretch, bend ou wag de ligação). Esta técnica pode ser utilizada para estudar a 
presença de moléculas em solução, tais como flavonóides, proteínas, entre outros. O 
deslocamento de uma banda indica a sua coordenação a outro grupo.[64] 
1.2.3. Aplicações biológicas de nanopartículas de ouro 
A escala de tamanhos dos nanomateriais, não só confere propriedades únicas ao metal, 
como também coincide com a ‘escala biológica’, nomeadamente, com o tamanho de 
proteínas, DNA e mesmo vírus e bactérias.[16][65] Estas estruturas possuem diversos 
mecanismos dedicados à sua detecção, adsorção, absorção, transporte, entre muitas outras 
vias possíveis. 
A aplicação das AuNPs no campo médico especificamente, requer que estas não sejam 
tóxicas para as células humanas. Ao contrário do ião ouro, que apresenta valores de apenas 
10% de células viáveis com 200μM[66], as AuNPs apresentam valores de citotoxicidade muito 
reduzidos[66] mesmo para longas exposições de 72h.[67] 
As NPs, não só pela sua baixa toxicidade e tamanho, mas também pela capacidade de ligar a 
compostos sinalizadores, como anticorpos por exemplo, poderão conseguir integrar-se nestes 
mecanismos de transporte direccionado e internalização celular e proporcionar assim um 
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veículo de transporte de drogas altamente específico, biosensores ou agentes terapia anti-
cancerígena, por exemplo.[16] 
Estudos recentes de internalização celular das AuNPs utilizam imagens TEM de recortes 
celulares para descrever o mecanismo de internalização[68] e a sua relação com o tamanho 
[65],[68] forma[69] e também funcionalização[45]. Osaki et. al (2004)[68] observaram que a 
internalização de AuNPs ocorre por mecanismos de endocitose, sendo mediada por receptores 
e depende do tamanho das NPs, sendo mais eficiente para partículas de sensivelmente 
50nm.[65],[70] Utilizando extracto de chá verde para sintetizar AuNPs[45], obtiveram colóides de 
partículas redondas de sensivelmente 35 nm, as quais estariam revestidas pelos compostos 
fitoquímicos presentes no chá (que são naturalmente absorvidos para a matriz celular). Estas 
AuNPs foram internalizadas por linhas celulares de cancro da próstata (PC-3) e da mama (MCF-
7), que apresentam por natureza um metabolismo mais intenso e maior ‘porosidade’. Mais 
recentemente, Cho et. al (2010)[71] analisaram a internalização de nanoesferas (15 e 45nm) e 
nanocubos (35 e 55nm) em linhas celulares de cancro da mama SK-BR-3. Os autores estudaram 
AuNPs de formas e tamanhos diferentes, e com a superfície funcionalizada com 
polietilenogicol (PEG), um agente que permite aumentar o tempo em circulação de 
lipossomas, anticorpo anti-HER2, cujos receptores são expressos em grande quantidade nas 
células testadas, ácido poliacrílico (PAA), que atribuiu grande adesão à parede celular e uma 
carga positiva às NPs. Os autores observaram que as partículas de menor dimensão são 
absorvidas em maior número, não dependendo muito da forma, provavelmente porque as 
moléculas PEG aumentam o diâmetro das NPs. Quanto aos ligandos, estes afectam 
efectivamente a adsorção e internalização celular das AuNPs, que é cerca de 10 vezes superior 
para NPs com PAA na sua superfície. 
As nanopartículas apresentam um grande potencial como agentes transportadores de 
drogas, pois a sua superfície pode ser modificada quimicamente, possibilitando a incorporação 
de agentes terapêuticos, de ligandos (anticorpos) que reconheçam de forma específica os 
antigénios relacionados com as células de cancro e de sinalizadores de morte celular. Por outro 
lado, quando a radiação electromagnética é incidida na frequência do plasmão de ressonância 
de forma continuada, as nanopartículas absorvem energia e a acumulam calor, sendo este um 
dos mecanismos de terapia hipertérmica utilizados no combate ao cancro- mecanismo de 
ablação foto-térmica.[70] 
Em resumo, as AuNPs poderão ser utilizadas na terapia de algumas doenças porque 
apresentam uma baixa toxicidade intrínseca, as suas propriedades de absorção de energia e 
conversão em calor podem ser optimizadas em função da forma e tamanho, o seu tamanho 
Biossíntese, caracterização e citotoxicidade de Nanopartículas de Ouro usando extracto de Lúcia-lima e Erva de São Roberto 
Pág. 15 
 
reduzido (<100 nm) propicia a internalização celular, a sua superfície pode ser modificada 
químicamente (ligandos) e por último podem ser utilizadas com agentes de contraste para 
imageamento biológico, devido ao fenómeno de SPR.[70] 
Recentemente, os métodos de síntese por extractos redutores permitiram a síntese de 
partículas de cerca de 10nm, o que poderá permitir atravessar a barreira sangue-cérebro 
(BBB). Deste modo, pensa-se ser possível aplicar estas partículas no tratamento de doenças 
como Alzheimer ou Parkinson’s, como transportadores de drogas. 
Inibição enzimática de Acetilcolinesterase e Doença de Alzheimer (DA) 
A Acetilcolinesterase (AChE, E.C. 3.1.1.7) trata-se do enzima responsável pela hidrólise de 
Acetilcolina (ACh), um neurotransmissor. Na sua estrutura quaternária, a AChE apresenta um 
centro activo de um único resíduo aniónico (Trp84) situado numa cavidade de difícil acesso 
ladeada por 14 resíduos de aminoácido conservados. A ligação ao ACh ocorre por via do grupo 
acetilo a dois resíduos principais, ambos fenilalaninas (Phe288 e Phe290) e hidrólise é 
catalisada por 3 resíduos (Glu237-His440-Ser200). O seu tempo de turnover e muito elevado 
estando limitado pela velocidade de difusão do substrato. [71] 
Embora a consequência directa da DA seja a formação de placas senis neurotóxicas, os 
neurónios colinérgicos são particularmente sensíveis e a redução no seu número, e 
consequentemente de ACh, é responsável pelos distúrbios cognitivos e comportamentais 
observados. Por esta razão, a inibição do enzima AChE tem sido alvo de diversos fármacos no 
tratamento, não só de DA, como também de doenças neuromusculares, numa tentativa de 
manter elevadas as concentrações de ACh.[72] Alguns dos inibidores utilizados são o donepezil, 
rivastigmina e galantamina[73] cujas estruturas químicas (Figura 6) apresentam alguma 
semelhança à dos polifenóis descritos na composição fitoquímica do extracto de Erva de São 
Roberto.  
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Figura 6 Estruturas químicas do inibidores de AChE donepezil, rivastigmina e galantamina. (Adpaptado de [73] 
A neurotoxicidade das placas senis despoleta também um processo complexo de inflamação, 
a qual envolve inúmeros mediadores entre eles, compostos quimiotácteis que atraem os 
leucócitos e moléculas activadoras da sua extravasão, quimiocinas e citocinas, entre elas o 
TNF-α. Estes processos são particularmente promovidos no tecido cerebral danificado, como 
no caso de pacientes com AD, o que pode ser responsável pelo agravamento dos sintomas e 
progressão da doença.[74] 
Como já descrito na descrição das propriedades dos extractos aquosos de Lúcia-lima e Erva 
de São Roberto, este possuem propriedades anti-inflamatórias resultantes do seu potencial de 
scavengers de radicais livres, inibição de enzimas hidrolíticos e inibição da produção de TNF-α 
e modulação de prostaglandinas.[11],[14] Recentemente, o estudo dos efeitos neuroprotectores 
dos compostos fenólicos tipicamente presentes em extractos de plantas, tem demonstrado 
que de facto actuam n prevenção de doenças crónicas a em diversos alvos intracelulares.[75] 
No âmbito de aplicações biológicas das AuNPs, estas poderão vir a ser utilizadas como 
veículos de entrega de compostos inibidores de AChE, ligados à NP durante a sua síntese sem a 
intervenção de quaisquer solventes tóxicos, possivelmente funcionalizadas com grupos para o 
targetting do tecido degenerado e capazes de atravessar a BBB (tamanhos muito reduzidos). 
No entanto, dada a natureza forte da ligação entre os compostos do capping e a partículas, 
são necessários ainda estudos na actividade destes compostos quando ligados à AuNPs. Para o 
caso dos extractos de planta, dado que a sua actividade parece depender do seu potencial 
redutor, será necessário verificar se este se mantém. O mesmo raciocínio deve ser aplicado à 
inibição da AChE como alvo terapêutico no alívio dos sintomas de AD. 
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2.  MATERIAIS E MÉTODOS 
Dada a forte ligação das nanopartículas aos recipientes, todo o material de vidro e não 
descartável foi lavado com aqua regia, uma solução de ácido nítrico (HNO3) e ácido clorídrico 
(HCl) na proporção volumétrica de 1:3, preparada no momento e manuseada na hotte. O 
material de plástico, que seria degradado com o processo de lavagem, foi descartado. 
2.1.  PRE PAR AÇ ÃO  DO  EX TR AC TO  
As folhas de Lúcia-lima (Lippia citriodora) e erva de São Roberto (Geranium Robertianum) são 
ambas da marca “Erva Pura” e foram adquiridas em supermercado. Antes de preparação do 
extracto, as folhas de foram cortadas em pequenos pedaços homogéneos e foram removidos 
quaisquer outros elementos como talos e troncos. As folhas foram mantidas em frascos 
fechados e ambiente fresco e seco. No caso de Lippia citriodora, utilizaram-se duas amostras 
de lotes diferentes. 
Os extractos foram sempre preparados no próprio dia utilizando 0.75g de folha em 50ml de 
água bidestilada e segundo 2 métodos de preparação, fervura e agitação. A fervura e agitação 
das folhas realizada em placa de aquecimento com agitação magnética (Are heating & 
magnetic stirrer) de modo a permitir um controlo da temperatura e velocidade constante e 
reprodutível de agitação (agitação vigorosa). As amostras foram denomindadas: 
Folhas de Lúcia-lima (Lippia citriodora): 
Extracto fervido 1: Fervura durante 15min de folhas do lote 1; 
Extracto fervido 2: Fervura durante 15min de folhas do lote 2; 
Extracto agitado: Agitação durante 2h a 37°C de folhas do lote 1. 
Folhas de erva de São Roberto (Geranium Robertianum): 
Extracto fervido: Fervura durante 15min; 
Extracto agitado: Agitação durante 2h a 25°C. 
Todos os extractos foram filtrados (filtros Whatman 542 ashless) utilizando um sistema de 
kitasato com vácuo para remover rapidamente folhas e poeiras em solução e, quando 
necessário, guardados a 4°C em recipiente de vidro tapado. 
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2.2.  SÍN TESE  D AS AUNPS  
A síntese das nanopartículas de ouro a partir de uma solução de ácido cloroáurico (HAuCl4 
1mM) e extractos aquosos de compostos redutores já foi descrita por diversos autores [1, 2] 
utilizando uma vasta gama de concentrações e condições experimentais. Fixou-se a 
concentração de ião ouro em 0.05 mM e as variáveis independentes compreendem a 
concentração de compostos redutores pela variação do volume de extracto adicionada, 
variações de temperatura e a exposição à luz solar. 
2.2.1. Efeito da concentração de extracto na formação das AuNPs 
O efeito da concentração de extracto foi determinado fixando a concentração de ião ouro 
em solução (HAuCl4 a 0.05mM) e variando apenas a concentração de extracto pelo volume 
adicionado. As amostras são identificadas pela razão (R) entre a concentração de extracto (mg 
de folha por ml de solução partindo de 15mg/ml iniciais) e a de ouro (milimoles de HAuCl4 
adicionado). Todos os ensaios são efectuados em tubo de ensaio de vidro (sem riscos para 
evitar potenciais fenómenos de nucleação por fragmentos de partículas inertes ou 
extremidades protuberantes de vidro), mantidos a 25°C por meio de um banho térmico (Grant 
W14) e expostos à luz. Antes de qualquer medição, os colóides de nanopartículas são agitados 
em vórtex (Heidolph Reax top) e submetidas a um curto burst de ultra-sons (Banho com ultra-
sons Elma Transsonic 460/H) para homogeneizar a solução e remover quaisquer agregados do 
fundo do recipiente e das paredes de vidro como descrito por Chandran et. al (2006). 
Os volumes adicionados em cada ensaio estão descritos nas Tabela 2 e Tabela 3 para o 
extracto de Lúcia-lima e de erva de São Roberto, respectivamente. 
Tabela 2: Volumes de extracto de Lúcia-lima e de HAuCl4 1mM adicionados para um volume final de 12ml de água 
bidestilada. Concentração de extracto de Lúcia-lima final (mg/ml) e respectiva razão de concentração de extracto 
para 0.05mM de HAuCl4 final (R). 
V H2O 
/ml 
V LL 
/ml 
V [HAuCl4]1mM 
/ml 
[LL] 
/mg/ml 
R 
[LL]/[Au+i] 
11,28 0,12 
0,60 
0,150 3,0 
11,16 0,24 0,300 6,0 
11,00 0,40 0,500 10,0 
10,60 0,80 1,000 20,0 
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Tabela 3: Volumes de extracto de Lúcia-lima e de HAuCl4 1mM adicionados para um volume final de 15ml de água 
bidestilada. Concentração de extracto de erva de São Roberto final (mg/ml) e respectiva razão de concentração de 
extracto para 0.05mM de HAuCl4 final (R). 
V H2O 
/ml 
V SR1 
/ml 
V [HAuCl4]1mM 
/ml 
[SR] 
/mg/ml 
R 
[SR]/[Au+i] 
14,175 0,075 
0,750 
0,075 1,5 
14,100 0,150 0,150 3,0 
14,025 0,225 0,225 4,5 
13,950 0,300 0,300 6,0 
13,750 0,500 0,500 10,0 
13,500 0,750 0,750 15,0 
 
Dado que as restantes técnicas de caracterização das nanopartículas não são tão acessíveis 
como espectrometria de UV-Vis, seleccionaram-se algumas amostras representativas, com 
diferentes propriedades espetrofotométricas, para análise por TEM, XRD, FTIR e HPLC, como 
resumido na Tabela 4. 
 
Tabela 4: Resumo das amostras escolhidas para caracterização por TEM, XRD, FTIR e HPLC. Utilizou-se o extracto 
fervido 2 de Lúcia-lima excepto quando indicação em contrário. 
R 
[LL]/[Au+i] 
Temperatura 
(37°C e 
95°C/5min) 
Efeito 
da luz 
solar 
TEM 
(LL ferv.1) 
XRD FTIR HPLC 
3,0   (24h)    
6,0   
25°C (24h) 
95°C (15min e 4h) 
(4h e 24h)   
10,0   
25°C (24h) 
95°C (90min) 
  (3h e 24h) 
20,0   (24h)    
 
R 
[SR]/[Au+i] 
Temperatura (37 
e 95°C/5min) 
Efeito 
da luz 
solar 
TEM XRD FTIR HPLC 
1,5       
3,0   (1h e 24h) (24h)   
4,5       
6,0   
25°C (1h e 24h) 
95°C (4h) 
  (24h) 
10,0   
25°C (1 e 24h) 
37°C (24h) 
95°C (24h) 
(24h)  (24h) 
15,0       
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2.2.2. Efeito da temperatura na formação das AuNPs 
Para estudar o efeito da temperatura seleccionaram-se os R de 3.0, 6.0 e 10.0 para os 
extractos de Lúcia-lima e de erva de São Roberto. 
Os ensaios foram realizados como descrito na secção anterior excepto: 
Colocando a solução em banho térmico a 37°C e recolhendo espectros de UV-visível, 
regularmente ao longo da reacção. 
Colocando a solução em banho térmico a 95°C, no qual os tubos de vidro são 
colocados durante 5 minutos e de seguida em gelo e rapidamente analisados por UV-
Vis. 
2.2.3. Efeito da ausência de luz na formação das AuNPs 
Foi também estudado o efeito da ausência de luz na formação e/ou tipo de nanopartículas 
obtidas. Para tal, soluções de R=6.0 de extracto de Lúcia-lima e R=10.0 de erva de São Roberto 
foram mantidas no escuro (envolvendo os tubos de ensaio em folha de alumínio) em banho 
térmico a 25°C. Recolheram-se espectros de UV-Visível entre 400 e 1100nm ao longo do 
tempo. 
2.3.  CAR AC TE RIZ AÇ ÃO  D AS  AUNPS  
2.3.1. UV-Visível-NIR 
As análises espectrofotométricas preliminares foram efectuadas num espectrofotómetro 
Jasco V-560 de duplo feixe no c.d.o. de 400 a 800nm com resolução de 1nm. Após a 
optimização das condições experimentais, foi usado um aparelho Shimadzu UV-1603 entre os 
300 e 1100nm na mesma resolução e com controlo de temperatura (Shimadzu TCC-244A 
controler). Para evitar a contaminação e degradação do material, foram usadas cuvettes de 
plástico e descartadas após contacto com as nanopartículas. 
Antes de qualquer utilização a linha de base do aparelho foi ajustada com água destilada até 
as oscilações serem inferiores ao centésimo de unidade arbitrária de absorvência. Para todos 
os ensaios foram preparados brancos com a mesma concentração final de extracto e 
condições da síntese aos quais apenas não era adicionada a solução de ouro. Foram recolhidos 
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espectros em intervalos curtos de tempo nos instantes iniciais e até à estabilização dos 
espectros (conclusão da reacção). 
2.3.2. TEM / EDS 
A análise qualitativa da forma e tamanho das partículas foi efectuada por Microscopia de 
Transmissão Electrónica (TEM) num aparelho Hitachi H-8100 Electron Microscope com 
ampliação 1000x a 200kV. A amostra foi preparada por drop coating em grelhas de cobre 
cobertas por formvar. Para determinar exactamente as suas dimensões, utilizou-se o software 
Image Tool. 
Para confirmar a composição das partículas, utilizou-se o Espectrofotómetro de Raios-X de 
Energia Dispersiva para análise EDS a 200kV de voltagem de aceleração acoplado ao aparelho 
TEM. 
Para remover o excesso de matéria orgânica, as nanopartículas foram triplamente 
centrifugadas a 12600rpm durante 20min (Eppendorf Centrifuge 5415D) e ressuspensas em 
água bidestilada (em menor volume para baixas concentrações de NPs). Analisaram-se 
nanopartículas formadas a partir de diversas concentrações de extracto, a tempos de reacção 
diferentes e a temperaturas distintas (25, 37 e 95°/5min) de modo a poder analisar quais as 
alterações aos tamanhos e formas das nanopartículas que acompanham as variações 
espectrais observadas. 
2.3.3. XRD 
Utilizou-se um aparelho X-ray generator Philips PW 1730/10 com um scan contínuo a 40kV e 
30mA com radiação a λα1=1.54060Å entre os 35.000 e 85.000°2θ (calibrado previamente com 
padrão de silício). 
Pela observação dos respectivos picos de Bragg em espectros de XRD (localização e 
intensidade dos picos), é possível determinar se a estrutura é de facto cristalina e o seu grau 
de organização estrutural. Para tal, escolheram-se colóides de nanopartículas obtidos a partir 
de concentrações diferentes (extracto de São Roberto a R 3.0 e 10.0 após 24h de reacção) e a 
tempos diferentes de reacção (extracto de Lúcia-lima a R 6.0 após 4 e 24h de reacção). As 
amostras descritas e os extractos de plantas foram concentrados em lâminas de vidro pela 
consecutiva deposição e secagem de gotas de colóide de nanopartículas. Para efeitos de 
controlo, foram analisados por XRD a placa de vidro e os extractos de plantas. 
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2.3.4. FTIR 
Utilizou-se um aparelho de Infravermelho com transformada de Fourier (FTIR Nicolet Nexus 
6700) acoplado a acessório de Ressonância de Transmissão Atenuada (ATR Multi-Bounc 
accessory com cristal de ZnSe); 
A técnica de FTIR permite determinar quais os grupos funcionais presentes na amostra. 
Analisando os extracto de Lúcia-lima e de erva de São Roberto iniciais e as nanopartículas 
(lavadas do excesso de moléculas de extracto) é possível determinar se os agentes redutores 
se mantêm como encapsuladores mesmo após a sua lavagem e se este processo altera os 
grupos funcionais presentes. 
Utilizou-se o acessório ATR para análise directa de líquidos por meio do cristal de Seleneto 
de Zinco (ZnSe). Esta técnica é muito eficaz para amostras puras, pois a refracção de 45° (10 
vezes) pelo cristal cria um sinal atenuado. O sinal foi adquirido em modo de absorvência. 
Para remover o sinal da água, a amostra foi, tal como para XRD, prepara por drop coating e 
colocada a secar em cima do cristal em estufa a 40°C. Dada a natureza das partículas, o cristal 
foi sempre cuidadosamente lavado com aqua regia e água destilada e adquiriram-se novos 
espectros de background para verificar a ausência de possíveis contaminações (que não se 
tornaram visíveis por comparação dos espectros de background). 
As condições de recolha dos espectros, nomeadamente resolução e número de scans 
recolhidos foram optimizados de forma a obter a melhor resolução espectral. Para o extracto 
de Lúcia-lima utilizou-se 2cm-1 e 128 scans respectivamente (98 scans para o background), e 
para o extracto de São Roberto 4cm-1 e 128 scans. 
2.3.5. HPLC e MS 
Utilizou-se um cromatógrafo para cromatografia líquida de alta pressão (HPLC – sistema de 
cromatógrafo líquido FinniganTM Surveyor® Plus equipado com coluna Purospher® STAR RP-18 
de Merck e software Xcalibur). 
A constituição química dos extractos de Lúcia-lima e erva de São Roberto foi determinada 
pela separação dos seus componentes por HPLC pelos métodos descritos em Cruz et. al (2010) 
e Lima (2009),respectivamente. Os principais picos foram identificados por espectrometria de 
massa também por Lima (2009). 
Biossíntese, caracterização e citotoxicidade de Nanopartículas de Ouro usando extracto de Lúcia-lima e Erva de São Roberto 
Pág. 27 
A análise comparativa entre o extracto inicial e o sobrenadante obtido após centrifugação da 
solução coloidal a 12600 r.p.m. por 20 min., permite-nos determinar quais os componentes 
utilizados na redução do ouro e/ou encapsulação das nanopartículas. Neste estudo utilizaram-
se as soluções coloidais obtidas após 4h e 24 h de reacção do extracto fervido de Lúcia –Lima 
(R10) e 24 h de reacção do extracto da Erva de São Roberto, com os iões Au. 
2.4.  CAR AC TE RIZ AÇ ÃO  BIO QUÍ MIC A E  BIO CO M PATIBILID ADE  D AS  AUNPS  
As aplicações biológicas das nanopartículas são muito diversas. No âmbito do trabalho 
presente e do grupo em que se encontra inserido, determinou-se o potencial redutor das 
nanopartículas, a sua capacidade inibitória do enzima Acetilcolinesterase e a 
biocompatibilidade das AuNPs, particularmente com linhas celulares. 
2.4.1. Potencial redutor – Ensaio do DPPH 
O potencial redutor das nanopartículas quando comparado com o do extracto puro irá 
indicar se as propriedades antioxidantes naturais dos extractos destas plantas estão ainda 
disponíveis quando estas integram o capping das nanopartículas. 
Este potencial foi calculado pelo ensaio da redução do DPPH (2,2-Diphenyl-1-Picrylhydrazyl) 
como descrito em Falé et. al (2009). Para tal preparou-se uma solução de DPPH a 0,004% em 
metanol (considerando a solução adequada se a sua absorvência 517nm for sensivelmente 
0.7u.a.). Em cada ensaio utilizou-se 25μl de amostra (em triplicado), substituindo-se por 
metanol para o branco. 
A amostra é preparada em diversas concentrações de modo a determinar o valor ao qual 
50% do DPPH se encontra reduzido (IC50) após 30min de incubação. Para tal, calcula-se o valor 
controlo pela medição da absorvência substituíndo o volume de amostra por água destilada e 
aplica-se a seguinte equação: 
%    ! " 100     ; A0 25μl de ddH2O ;  A (25μl de amostra) 
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2.4.2. Inibição da Acetilcolinesterase (AChE) 
Estudos recentes demonstram que existe uma relação entre a Acetilcolinesterase (AChE 
3.1.1.7) e a doença de Alzheimer em que se verificou que o potencial inibidor deste enzima 
poderá diminuir o potencial de incidência ou os efeitos desta doença. Tendo sido determinado 
por Lima (2009) na sua tese de mestrado que extractos destas plantas são eficientes na 
inibição da AChE, estudaram-se também as NPs contendo os fitoquímicos no seu capping. 
O método consiste na adição de Tampão Hepes (ácido 4-(2-hidroxietil)-1-
piperazinetanosulfónico) 50mM, pH8.0, amostra (100µl por ensaio), Acetilcolinesterase (AChE 
0.26U/ml) 0.1u.a./min (no ensaio padrão), Acetilcolina Iodada (AChI 0.023mg/ml em H2O) e 
DTNB (Ditiobis(ácido 2-nitrobenzóico)) 3mM em Hepes 50mM, pH8.0, NaCl (2.92mg/ml), MgCl2 
(2.03mg/ml). 
O valor de pH do tampão Hepes 50mM, pH8.0 foi ajustado com soluções fortes de HCl (ácido 
clorídrico) e NaOH (hidróxido de sódio) e controlado por medidor de pH Crison micropH2001 
(respectivas soluções tampão Crison de pH definido a 7,02 e 4,00 para calibração). 
A inibição deste enzima foi determinada pelo método descrito por Ingkanian et. al (2003) e 
consiste em duas reacções acopladas: em primeiro lugar a oxidação do substrato da AChE, a 
Acetilcolina, formando Tiocolina e Acetato por acção do enzima. A Tiocolina é então usada na 
redução do DTNB a TNB, produto com absorvência a 405nm, traduzindo-se numa menor 
velocidade de aparecimento de TNB com maior inibição enzimática: 
$%&'($)('* +,-.//0  $%&*&) 1 2')$)('* 3456.//0   278 9:;<=> 
 
A sequência e volumes dos reagentes e amostras assim como os cálculos aplicados estão 
resumidos na Tabela 5. 
As amostras de colóides de nanopartículas obtidos com extracto de Lúcia-lima e Erva de São 
Roberto após 24h de reacção foram centrifugadas e ressuspendidas em água bidestilada para 
remover excessos de extracto. Para obter concentrações mais elevadas de nanopartículas, 
ajustou-se o volume final de ressuspensão em água bidestilada. 
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Tabela 5: Protocolo de determinação da inibição da Acetilcolinesterase. Volumes a adicionar de Tampão Hepes 
50mM,pH8.0, água bidestilada, enzima Acetilcolinesterase (AChE), Acetilcolina Iodada (AchI), Ditiobis(ácido 2-
nitrobenzóico) (DTNB). 
1º    Ensaio Controlo Branco 
Tampão Hepes (50mM, pH8.0) 325µl 350µl 
Água bidestilada 100µl 100µl 
AChE (0.26U/ml) 25µl  
 Incubação 15min 
AChI (0.023mg/ml) 75µl 75µl 
DTNB (3mM) 475µl 475µl 
Abs(405nm) a cada 30seg durante 4min 
vic de reacção  = declive de (Abs vs. tempo mantendo 
linearidade) 
(100% de actividade) 
 
2º    Ensaio Branco 
Tampão Hepes (50mM, pH8.0) 325µl 350µl 
Amostra 100µl 100µl 
AChE (0.26U/ml) 25µl  
 Incubação 15min 
AChI (0.023mg/ml) 75µl 75µl 
DTNB (3mM) 475µl 475µl 
Abs(405nm) a cada 30seg durante 4min 
vi de reacção  = declive de (Abs vs. tempo mantendo 
linearidade) 
% inibição  =  I(%) = 100-(vi/vic) x 100 
I(%) vs. [Extracto]    IC50 = (50%-b)/m 
  IC30 = (30%-b)/m 
 
2.4.3. Ensaios de citotoxicidade e biocompatibilidade 
Para considerar uma aplicação biológica das nanopartículas, possivelmente como 
transportadores de drogas para as células, é necessário perceber qual a citotoxicidade das 
AuNPs, entre outros parâmetros essenciais como o metabolismo e excreção das AuNPs. Em 
todos os casos a viabilidade celular foi determinada pelo método do MTT. 
Todos os procedimentos foram executados com material esterilizado em autoclave a 120°C 
durante 20min e em câmara de fluxo laminar. As culturas foram mantidas em estufa a 37°C e 
uma atmosfera de 5% de CO2 (em vez dos 0.04% atmosféricos) actuando como tamponador do 
pH do meio. 
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Todos os ensaios de viabilidade celular foram analisados estatisticamente como duplicados 
de quadruplicados (duas colunas de placa 96well). Utilizaram-se 5 concentrações diferentes 
(C1 a C5) em duplicado, apenas meio (M) como controlo da qualidade do mesmo e meio com 
com 10% de água destilada (M+H2O) segundo o esquema: 
 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
A C1 C2 C3 C4 C5 
M+ 
H2O 
M C1 C2 C3 C4 C5 
B C1 C2 C3 C4 C5 
M+ 
H2O 
M C1 C2 C3 C4 C5 
C C1 C2 C3 C4 C5 
M+ 
H2O 
M C1 C2 C3 C4 C5 
D C1 C2 C3 C4 C5 
M+ 
H2O 
M C1 C2 C3 C4 C5 
E C1 C2 C3 C4 C5 
M+ 
H2O 
M C1 C2 C3 C4 C5 
F C1 C2 C3 C4 C5 
M+ 
H2O 
M C1 C2 C3 C4 C5 
G C1 C2 C3 C4 C5 
M+ 
H2O 
M C1 C2 C3 C4 C5 
H C1 C2 C3 C4 C5 
M+ 
H2O 
M C1 C2 C3 C4 C5 
 
Os ensaios de viabilidade celular por reacção com o MTT (Bromido de 3-(4,5-Dimetiltiazol-2-
yl)-2,5-difeniltetrazólio) implicam a substituição dos 100µl de meio por poço por meio 
contendo 10% MTT 5mg/ml (em H2O estéril) durante 2h. Este meio é então substituído por 
DMSO (Sulfóxido de dimetilo) durante mais 2h de incubação observando-se a dissolução do 
precipitado violeta a 570nm. A leitura desta absorvência é efectuada simultaneamente aos 96 
poços num leitor de absorvência de microplacas sendo proporcional ao número de células 
vivas (100% na coluna 6). 
Células HeLa 
As célula HeLa foram usadas como modelo de células de mamífero. Um ensaio apresentando 
toxicidade nesta linha celular poderá indicar um resultado equivalente em células humanas. 
As culturas celulares foram obtidas de stock mantido entre -195.8 e -210°C em azoto líquido 
por transição para temperatura ambiente e depois para banho térmico a 37°C até descongelar. 
A viabilidade celular foi regularmente monitorizada pela visualização ao microscópio da sua 
agregação e número em solução. A lavagem das células foi efectuada com solução de PBS (5ml 
para uma placa) seguido de aspiração. A ressuspensão das células para inoculação foi feita 
usando tripsina – método de tripsinização. A inoculação de microplacas 96-well foi feita com 
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5000 células por poço utilizando-se um hemocitómetro para contar o número de células ao 
microscópio. 
Para as culturas de HeLa utilizou-se meio RPMI-1640 10x Lonza suplementado com soro, 
aminoácido Glicina e antibióticos PenStrep (Penicilina e Estreptomicina): 460ml RPMI ; 50ml 
soro ; 5ml Gln; 5ml PenStrep. 
A citotoxicidade foi determinada para suspensões de nanopartículas com concentrações de 
ião ouro entre 10 e 150µM e para os extractos de Lúcia-lima e erva de São Roberto 
considerando entre 0.15 e 0.50 mg de folha por ml. A concentração final no meio destes 
compostos será 10 vezes inferior pois é o máximo que se pode diluir o meio sem comprometer 
a qualidade do ensaio. 
Para além da citotoxicidade, fizeram-se ensaios de absorção celular das NPs com 
concentrações muito elevadas de NPs preparadas a partir de extracto de erva de São Roberto. 
A morfologia das células foi observada por microscópio óptico antes e depois do contacto com 
as NPs. 
Células CaCo2 
A linha de células CaCo2 permite simular o epitélio intestinal de mamíferos. A internalização 
das NPs por estas células poderá indicar a absorção pelo epitélio intestinal e, possivelmente a 
introdução na corrente sanguínea por esta via. 
Para as culturas de CaCo2 utilizou-se meio líquido de crescimento celular DMEM Lonza 
suplementado com soro, aminoácido Glicina e antibióticos PenStrep (Penicilina e 
Estreptomicina): 460ml RPMI ; 50ml soro ; 5ml Gln; 5ml PenStrep. Sendo um meio mais rico, 
teve-se maior atenção ao manuseamento das culturas relativamente a possíveis 
contaminações. 
As culturas de células e ensaios de citotoxicidade foram realizadas como as de células HeLa, 
no entanto, como estas crescem em camada única no fundo da placa, não necessitam de ser 
contadas, considerando-se uma cobertura de 80% da superfície como crescimento adequado. 
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3. RESULTADOS E DISCUSSÃO  
A síntese de nanopartículas de ouro (AuNPs) ocorre pela redução dos iões ouro até ao 
estado neutro.[1] Recentemente, tem sido descrita a síntese de NPs a partir de extractos de 
plantas.[2]-[9] Os extractos podem ser obtidos por diversos métodos como fervura ou 
agitação[10], e ainda com diferentes solventes[11],[12]. Estes métodos são de simples execução, 
baixo custo e livres de componentes tóxicos, muitas vezes presentes nos métodos 
físicos/químicos e que dificultam a sua aplicação a nível farmacológico (drug delivery[13] ou 
biological labeling
[14]). 
Escolheram-se duas plantas comuns em Portugal cujos extractos já foram utilizados com 
sucesso na síntese de nanopartículas de prata: Lúcia-lima[9] e Erva de São Roberto[15]. 
Utilizaram-se dois extractos aquosos designados por extracto fervido e extracto agitado, 
preparados como descrito por Vilchis-Nestor et.al (2008)[6] e um método adaptado de Nune et. 
al (2009)[10], respectivamente. Para determinar qual o extracto mais adequado, foram ambos 
caracterizados pelo seu perfil cromatográfico e cinética de formação de NPs. 
Após seleccionado o método de extracção, estudou-se o efeito da concentração do extracto, 
da temperatura da reacção e da ausência de luz na velocidade de síntese e estabilização da 
reacção e nas características das partículas obtidas. Esta análise foi efectuada por 
espectrofotometria de UV-Visível-NIR e TEM. Utilizou-se XRD para determinar o seu carácter 
cristalino e HPLC e FTIR para determinar quais os compostos do extracto que intervêm 
directamente na síntese e estabilização das nanopartículas, e, possivelmente, qual a natureza 
da ligação. 
3. 1 .  EXTR AC TO  DE  LÚCI A-L IMA  
3.1.1. Caracterização fitoquímica dos extractos aquosos de Lúcia-lima 
A análise cromatográfica dos extractos permitiu separar e quantificar os diferentes 
compostos presentes. Da análise por MS de alíquotas correspondentes os picos principais de 
HPLC, conseguiu-se uma identificação química dos compostos. 
Os cromatogramas obtidos para os extractos fervido e agitado estão representados nas 
Figuras 8 e 9. 
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Na Figura 7 apresenta-se o cromatograma correspondente ao extracto fervido. Separaram-
se 4 picos principais correspondentes aos tempos de retenção 17.34, 21.09, 22.92, 23.92 min. 
Num estudo prévio realizado por Cruz, et. al (2010)[9], estes compostos foram separados por 
HPLC nas mesmas condições e identificados por MS, tendo-se obtido uma correspondência 
unívoca aos compostos Luteolina-7-O-diglucorónido, Verbascósido, Crisoeriol-7-O-
diglucorónido e Isoverbascósido, respectivamente. 
Quanto às intensidades, o pico 2, correspondente ao Verbascósido, foi o maioritário. De 
modo a facilitar a comparação entre extractos, a intensidade dos picos foi considerada 
relativamente ao pico 2: os restantes picos representaram respectivamente 8.0, 19.9 e 25.3% 
do pico maioritário. A composição e intensidades relativas obtidas são congruentes com o 
publicado por Bilia et. al (2008)[12], na qual foram identificados estes compostos excepto o 
Crisoeriol-7-O-diglucorónido, e por Quirantes-Piné et. al (2009)[17]. 
Na Figura 8 apresenta-se o cromatograma correspondente ao extracto agitado. Para além de 
alterações nas intensidades relativas dos picos já identificados, obtiveram-se novos picos 
numerados de 5 a 9 e correspondentes aos tempos de retenção 13.03, 13.57, 14.62, 15.75 e 
23.68 min. (Os espectros de UV-Visível recolhidos para os picos adicionais encontram-se no 
anexo 1) 
Durante a separação cromatográfica dos compostos dos extractos fervido e agitado, 
observaram-se variações significativas nos tempos de eluição dos picos, os quais podem ser 
atribuídos à coluna de separação. No entanto, como a ordem de eluição dos picos e os 
espectros de UV-Visível se mantiveram constantes, foi possível corresponder os picos 
identificados no extracto fervido aos do extracto agitado (picos 1 a 4). 
Neste extracto, o pico 2 deixou de ser o maioritário. Contudo, a sua intensidade foi muito 
semelhante ao mesmo pico no extracto fervido, pelo que a agitação das folhas, mesmo a 
baixas temperaturas, permitiu uma extracção eficiente dos compostos. Para facilitar a 
comparação das intensidades relativas dos compostos entre os dois extractos, o pico 2 
continuará a ser considerado o pico principal. 
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Figura 7: Cromatograma do extracto fervido de Lúcia-lima diluído 30 vezes (0.50mg/ml). Os 4 picos principais e 
identificados estão numerados e correspondem aos tempos de retenção de 17.34, 21.09, 22.92 e 23.92 minutos. 
 
Figura 8: Cromatograma do extracto agitado de Lúcia-lima diluído 30 vezes (0.50mg/ml). Os 4 picos principais e já 
identificados nos outros extractos estão numerados de 1 a 4 e correspondem aos tempos de retenção de 15.75, 
20.16, 20.98, 22.05 e 23.46 min. Os picos 5 a 9 não se encontravam no extracto fervido e correspondem aos tempos 
de retenção de 13.03, 13.35, 14.62, 17.01, 23.67 min. 
Na Tabela 6 estão resumidos os tempos de retenção, intensidades relativas, espectros de 
UV-Visível e identificação dos compostos por MS[9] já referidos para o extracto fervido. Os 
extractos foram comparados quantitativamente pela razão entre as intensidades relativas dos 
picos do extracto agitado e fervido. 
Como resumido na Tabela 6, o extracto agitado possui todos os compostos identificados no 
extracto fervido, mas as suas intensidades relativas aumentaram 50% para a Luteolina-7-O-
diglucorónido e Crisoeriol-7-O-diglucorónido, correspondentes aos picos 1 e 3, e diminuiu 5 
vezes para o Isoverbascósido, pico 4. 
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O extracto agitado de Lúcia-lima permitiu ainda detectar 5 novos picos, picos 5 a 9. Os picos 
5 e 6 apresentaram tempos de retenção muito próximos e espectros de UV-Vis idênticos. Os 
espectros UV-Visível dos picos 5, 6 e 7 são semelhantes aos dos picos 2 e 4, correspondentes 
ao Verbascósido e seu isómero. Estes picos apresentaram intensidades relativas semelhantes 
entre 8 e 12%. 
O pico 8 apresentou um aumento de 30% em relação ao pico 2, tornando-se no pico de 
maior intensidade no extracto agitado. O seu espectro de UV-Vis foi semelhante ao da 
Luteolina-7-O-diglucorónido e Crisoeriol-7-O-diglucorónido (Tabela 6). No trabalho descrito 
por Quirantes-Piné et. al (2009)[17], os autores identificaram 2 compostos flavonóides O-
glicosilados para além dos identificados neste extracto, a apigenina-7-O-diglucorónido e 
acacetina-7-O-diglucorónido. Os 4 compostos flavonóides apresentaram espectros de UV-Vis 
muito semelhantes, pelo que é possível que o pico 7 se trate de um flavonóide O-glicosilado. 
Dos resultados apresentados, conclui-se que a agitação das folhas permitiu extrair maior 
concentração (excepto Isoverbascósido) e variedade de compostos (5 novos picos). O 
prolongado tempo de agitação e/ou a baixa temperatura podem ser mais eficientes na 
extracção dos compostos e/ou prevenir a degradação pela temperatura de fitoquímicos 
provavelmente termolábeis. 
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Tabela 6: Tempos de retenção, intensidades relativas ao pico 2 e composição química atribuída por análise de MS
[9]
 
dos 4 picos principais do cromatograma obtido para o extracto fervido de Lúcia-lima. Razão entre a intensidade 
relativa dos picos equivalentes no extracto agitado e o fervido. 
Pico tR / min 
Intensidade 
relativa /% 
(Agit)/ 
    (Ferv) 
Composto Espectro de UV-Vis 
1 17.34 8.0 1.5 
Luteolina-7-O-
diglucorónido 
 
 
2 21.09 100.0 1.0 Verbascósido 
 
 
3 22,92 19.9 1.5 
Crisoeriol-7-O-
diglucorónido 
 
 
4 23,92 25.3 0.2 Isoverbascósido 
 
 
 
Recentemente, tem sido publicado um número crescente de artigos que descrevem o uso de 
extractos de plantas[2]-[9] na redução dos iões, e consequente organização dos átomos,[1] 
incluindo Lúcia-lima[9]. Kasthuri et. al (2009)[20] descreveram a síntese de AuNPs, e de NPs de 
prata, utilizando apenas apiin como agente redutor. Os autores sugeriram um modelo de 
interacção entre a NP e o agente redutor segundo o qual a ligação poderá ser efectuada pelos 
grupos carbonilo (-C=O) e hidroxilo (-OH) adjuvados por ligações duplas alfa e beta conjugadas, 
que possibilitam a estabilização electrónica dos iões (Figura 4.) 
Os presentes extractos de Lúcia-lima, à semelhança do descrito por publicações 
anteriores[11],[12],Error! Reference source not found.-[19], são constituídos maioritariamente por 
compostos polifenólicos (flavonóides e ácidos fenólicos) e ésteres, os quais possuem 
propriedades antioxidantes e capacidade de quelação de iões metálicos[17]. Recordando a 
Tabela 6, dos 4 compostos maioritários, a Luteolina-7-O-diglucorónido e Crisoeriol-7-O-
diglucorónido (picos 1 e3) apresentam a estrutura química considerada propícia à redução e 
estabilização das AuNPs por Kasthuri et. al (2009)[20] e indicada na (Figura 4). Os restantes 
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compostos identificados, Verbascósido e Isoverbascósido (picos 2 e 4), possuem 2 grupos 
hidroxilo em posições semelhantes.  
Tendo em conta estes resultados, prosseguiu-se o estudo pela utilização de extracto de 
Lúcia-lima na síntese de nanopartículas de ouro a partir de ácido cloroáurico. 
3.1.2.  Síntese de Nanopartículas de Ouro por extractos de Lúcia-lima 
3.1.2.1. Efeito da composição fitoquímica do extracto de Lúcia-lima 
Tendo sido observadas alterações significativas nos perfis cromatográficos dos extractos 
fervido e agitado, comparam-se os dois em relação à cinética da síntese de AuNPs. A reacção 
foi monitorizada por espectrofotometria de UV-Vis-NIR, tendo sido recolhidos espectros 
periodicamente, entre os 400 e 1100nm. As medições espetrofotométricas foram sempre 
antecedidas de homogeneização do colóide por agitação em vórtex e ultrassons quando 
necessário, como indicado por Shankar et. al (2005)[3] para solubilização de agregados. 
A espectrofotometria de UV-Visível é um método simples, directo e extremamente sensível 
para a detecção de nanopartículas de ouro (AuNPs), observando-se uma banda de absorvência 
entre os 500 e 600nm[1],[5]. A localização e intensidade da banda de absorvência depende do 
tamanho e forma da partícula, assim como das características do meio, metal e capping. Assim 
sendo, a espectroscopia de  UV-Vis não permite determinar directamente concentrações, 
tamanhos ou formas de partículas, mas permite inferir sobre as características gerais do 
colóide. Por exemplo, um aumento no tamanho médio das AuNPs causa um deslocamento do 
máximo de absorvência para comprimentos de onda (c.d.o.) superiores e partículas 
anisotrópicas (triângulos, hexágonos, pentágonos ou bastonetes por exemplo) apresentam 
uma segunda banda a c.d.o. acima dos 700nm correspondente à componente longitudinal da 
sua geometria.[1],[21] 
Nas Figura 9.A e 4.B estão representados os espectros de visível recolhidos ao longo do 
tempo dos ensaios efectuados para o extracto fervido e agitado de folha de Lúcia-lima com 
R=20.0, os quais permitem comparar as características espectrofotométricas das AuNPs ao 
longo da reacção. Nas Figura 9.C e D, encontra-se uma representação gráfica do c.d.o. e 
intensidade da banda 1 ao longo do tempo de reacção. 
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Figura 9: Espectros de UV-Vis (400-1000nm) recolhidos após a adição de HAuCl4 (1mM) a uma solução de extracto 
de Lúcia-lima (A) fervido ou (B) agitado numa razão de concentração R=20.0 à temperatura ambiente. 
Representação gráfica (C) do comprimento de onda e (D) da intensidade de absorvência do pico ao longo do tempo 
de reacção para os ensaios com extracto fervido (linha azul) e extracto agitado (linha vermelha). 
Como se pode observar nas Figura 9.A e Figura 9.B, utilizando o extracto fervido ou agitado 
obtêm-se resultados muito diferentes. Tanto a velocidade de reacção como a intensidade da 
banda 1 são muito inferiores com o extracto agitado. Foram detectadas AuNPs após 2h de 
reacção usando o extracto fervido, mas apenas após 8h, e com um pico 3 vezes menos intenso, 
utilizando o extracto agitado. 
Qualitativamente, os picos localizaram-se ambos sensivelmente a 585nm (Figura 9.C), o que 
indica a síntese de partículas do mesmo tamanho médio. Ambos os extractos apresentaram 
espectros de UV-Vis com absorvência acima dos 600nm, banda 2, o que indica a presença de 
partículas de formas anisotrópicas. No entanto, o extracto fervido apresentou uma banda 2 
centrada entre 800 e 900nm enquanto que com o extracto agitado o máximo deslocou-se para 
cima dos 1000nm. Estes resultados sugerem que, embora o tamanho médio das partículas não 
tenha dependido do extracto utilizado, o extracto agitado permitiu obter partículas 
anisotrópicas de dimensões muito superiores ao extracto fervido. 
Dado que a velocidade de reacção é muito superior com o extracto fervido, conclui-se que 
este possui maior potencial de redução dos iões ouro a nanopartículas e que favorece os 
mecanismos de nucleação, enquanto que o extracto agitado favoreceu o crescimento das 
AuNPs. 
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Estes resultados mostram que, de facto, as diferenças na composição fitoquímica do extracto 
reflectem-se na sua capacidade de redução dos iões ouro ao estado zero e consequente 
síntese de nanopartículas. Por esta razão, escolheu-se o extracto fervido para o estudo das 
restantes variáveis (concentração de extracto, temperatura de reacção e ausência de luz). 
No trabalho de Cruz et. al (2010)[9], no qual foi utilizado um extracto fervido preparado pelo 
mesmo método e da mesma planta mas na síntese da nanopartículas de prata (AgNPs), a 
análise por HPLC do extracto após a formação das AgNPs permitiu observar que apenas o pico 
do Isoverbascósido diminuiu de intensidade, pelo que apenas este permaneceu ligado ás 
nanopartículas.[9] No presente trabalho, o extracto agitado, que apresentou um potencial de 
formação de AuNPs significativamente inferior ao extracto fervido, apresentou uma 
diminuição de 5 vezes no pico correspondente ao Isoverbascósido (Figura 9). 
Após ter sido determinado que o método de fervura das folhas de Lúcia-lima permite obter 
um extracto de composição fitoquímica mais adequada à formação de AuNPs, utilizou-se este 
método de extracção para a comparação de dois lotes de plantas da mesma marca, “Erva 
Pura” disponível em supermercado. Este ensaio foi realizado para averiguar se a composição 
fitoquímica do extracto se manteria constante, já que tem sido reportado que existe uma 
dependência entre a composição dos extractos e o estádio de desenvolvimento das plantas de 
Lúcia-lima[23]. Os extractos fervidos são designados extracto fervido 1 e 2, tendo que o 
‘extracto fervido 1’ corresponde ao ‘extracto fervido’ já discutido. 
Analisou-se o ‘extracto fervido 2’ por HPLC utilizando as mesmas condições já descritas e 
obteve-se o cromatograma representado na Figura 10. 
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Figura 10: Cromatograma do extracto fervido 2 de Lúcia-lima (obtido por fervura de 0.75g de folhas em 50ml de 
água bidestilada durante 15 minutos) diluído 30 vezes (0.50mg/ml). Os 4 picos principais e identificados estão 
numerados e correspondem aos tempos de retenção de 15.83, 20.30, 22.15 e 23.30 min. 
Na Figura 10 distinguem-se 4 picos principais no cromatograma do extracto fervido 2, com 
tempos de retenção de 15.83, 20.30, 22.15 e 23.30 min, os quais são semelhantes aos obtidos 
para o extracto fervido 1 (Figura 7). Ao comparar os espectros de UV-Vis recolhidos para cada 
pico foi possível atribuir os compostos já identificados a cada pico: Luteolina-7-O-
diglucorónido, Verbascósido, Crisoeriol-7-O-diglucorónido e Isoverbascósido, respectivamente.  
Uma vez que a intensidade do pico 2 (pico maioritário) é semelhante em ambos os extractos, 
procedeu-se à normalização dos picos do extracto fervido 2 como efectuado para o primeiro 
extracto fervido. Tal como esperado, por estudos anteriores já referidos [23], os cromatogramas 
apresentam variações significativas nas intensidades relativas dos picos, as quais estão 
resumidas na Tabela 7. 
No extracto fervido 2, verificou-se um aumento de 5 e 2 vezes na intensidade relativa dos 
picos correspondentes a Luteolina-7-O-diglucorónido e Isoverbascósido, respectivamente, 
relativamente ao extracto fervido 1. Por outro lado, a intensidade relativa do pico 3, Crisoeriol-
7-O-diglucorónido, diminuiu para metade. Estes resultados sugerem que os lotes adquiridos 
separadamente eram constituídos por folhas de Lúcia-lima com composições fitoquímicas 
diferentes, o que se pode dever a plantas recolhidas em diferentes estadios de 
desenvolvimento.[23] 
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Tabela 7: Tempos de retenção e intensidades relativas ao pico de maior intensidade dos extractos fervidos (1 e 2) e 
do extracto agitado de folhas de Lúcia-lima. Composição química atribuída por análise de MS do cromatograma 
obtido na separação dos compostos do extracto fervido de Lúcia-lima
[9]
. 
Pico # 
tR / 
min 
Intensidade relativa /% 
Ferv.1         Ferv.2         Agit. 
(Ferv.2) 
(Ferv.1) 
(Agit) 
(Ferv.1) 
Composto 
1 17.34 8.0 41.3 12.3 5.2 1.5 Luteolina-7-O-diglucorónido 
2 21.09 100.0 100.0 100.0 1.0 1.0 Verbascósido 
3 22,92 19.9 10.2 29.7 0.5 1.5 Crisoeriol-7-O-diglucorónido 
4 23,92 25.3 45.3 5.4 1.8 0.2 Isoverbascósido 
 
Como sugerido anteriormente para a comparação entre o extracto fervido e o agitado, a 
maior concentração relativa de Isoverbascósido no extracto fervido 2 poderá corresponder a 
um extracto mais eficiente na reacção de nanossíntese. Ambos os extractos fervidos foram 
utilizados no estudo do efeito da concentração de extracto de Lúcia-lima na síntese de AuNPs. 
 
3.1.2.2. Efeito da concentração de extracto de Lúcia-lima na síntese de AuNPs 
Pretendeu-se com este estudo determinar qual o efeito do aumento da concentração de 
compostos redutores na velocidade de formação e no tipo de nanopartículas obtidas após a 
estabilização da reacção. Uma vez que a reacção de síntese de AuNPs se revelou 
significativamente mais rápida com o extracto fervido relativamente ao agitado, utilizaram-se 
2 extractos de composição fitoquímica diferente obtidos por fervura de dois lotes de plantas. 
Utilizaram-se 4 concentrações diferentes de extracto e recolheram-se espectros de UV-Vis-NIR 
e imagens TEM dos colóides obtidos. 
• Análise por UV-Visível 
A evolução da reacção foi acompanhada por espectrofotometria de UV-Visível tendo sido 
recolhidos espectros entre os 400 e 1100nm ao longo do tempo de reacção. Na Figura 11 
estão representados os espectros de UV-Vis-NIR mais representativos dos ensaios de síntese 
de AuNPs utilizando extractos fervidos 1 e 2 de Lúcia-lima nas razões de concentração R 3.0, 
6.0, 10.0 e 20.0.  
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Uma observação directa da solução permitiu detectar o aparecimento das AuNPs por uma 
alteração da cor de amarelo para violeta ou cinzento consoante a concentração de extracto 
utilizada. 
Como se observa na Figura 11, para qualquer um dos extractos fervidos e para as 
concentrações em estudo, as reacções apresentaram características comuns. 
Espectrofotmetricamente, a síntese de AuNPs foi detectada pelo aparecimento da banda 1 de 
absorvência entre os 500 e 600nm. Esta banda foi aumentando de intensidade ao longo do 
tempo até estabilizar, considerando-se este o tempo de estabilização da reacção. Para ambos 
os extractos, observou-se que a banda 1 foi detectada mais rapidamente com o aumento da 
concentração de extracto, pelo que um aumento na concentração de compostos redutores 
deve favorecer a síntese dos núcleos de AuNPs, i.é o processo de nucleação. 
Em todos os ensaios, observou-se também o aparecimento de absorvência acima dos 
700nm, banda 2, que corresponde a partículas com carácter anisotrópico, como triângulos, 
hexágonos e bastonetes entre outros. Tal como para a primeira banda, o c.d.o. de absorvência 
máxima está directamente relacionado com o tamanho das partículas no colóide. Esta banda 
foi detectada apenas após o aparecimento da banda 1, o que sugere que estas estruturas 
anisotrópicas se formaram mais tardiamente. 
Na coluna esquerda da Figura 11 estão representados os espectros recolhidos para o 
extracto fervido 1. Observou-se o aparecimento da banda 1 a partir de R 6.0, inicialmente a 
c.d.o. entre 545 e 607nm e que estabilizou perto dos 555nm independentemente da 
concentração de extracto. O tempo de estabilização da banda 1, diminuiu com o aumento da 
concentração de extracto. Por exemplo, R=6.0 estabiliza entre as 8 e 24h enquanto que R=20.0 
leva apenas 2h. A banda 2 só foi detectada para  R=10.0 após 4h e a intensidade de 
absorvência foi aumentando ao longo da reacção particularmente por volta dos 800nm. Para 
R=20.0, a banda foi detectada após 50min centrada a sensivelmente 1100nm. Com base nestes 
dados, espera-se que o aumento da concentração de extracto leve a colóides de partículas 
mais monodispersas e maior fracção de partículas com formas anisotrópicas, as quais devem 
ser de dimensões superiores com R 20.0. 
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Figura 11: Espectros de UV-Vis (400-1100nm) recolhidos após a adição de 0.05mM HAuCl4 a uma solução de 
extracto fervido 1 (coluna esquerda) e extracto fervido 2 (coluna direita) de Lúcia-lima. Ensaios realizados a 25°C 
nas razões de concentração R=3.0, 6.0, 10.0 e 20.0 como indicado nas figuras. 
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Os espectros recolhidos para o extracto fervido 2 estão representados na coluna da direita 
da Figura 11. Observou-se o aparecimento da banda 1 para os ensaios com R 3.0, 6.0 e 10.0, 
inicialmente a c.d.o. a 535 para R 10.0, e 560nm para R 3.0, estabilizando a 575nm. Para 
R=20.0 observa-se apenas uma grande banda de absorvência a partir dos 600nm e a ausência 
do pico característico. Em relação à banda 2 , para R=3.0, esta centrou-se acima dos 1100nm 
com uma intensidade semelhante à da banda 1; no caso de R=6.0, após estabilizada a banda 1, 
a banda 2 deslocou-se para c.d.o. inferiores centrando-se por volta dos 800nm; com R=10.0, a 
banda 2 centra-se entre os 800 e 900nm e apresenta metade da intensidade da banda. 
Para R=20.0, apenas se observou a banda 2 e a solução apresentou uma aparência opaca ou 
translúcida consoante o ângulo de visualização, o que é típico de colóides. A detecção de 
apenas uma banda SPR a c.d.o. muito elevados pode dever-se à síntese de partículas de 
diâmetro muito elevado ou agregação entre partículas pequenas possivelmente devido ao 
excesso de matéria orgânica em solução. Um espectro deste tipo foi publicado por Chandran 
et. al (2006), que confirmaram a correspondência a redução de iões ouro e observaram a 
presença de triângulos e hexágonos de muito grandes dimensões a partículas mais 
pequenas.[35] 
Os resultados obtidos com o extracto 2 sugerem que com o aumento da concentração de 
agentes redutores, embora o tamanho médio das partículas se mantenha constante, os 
colóides tendem a tornar-se mais monodispersos e as partículas anisotrópicas serão de 
tamanho muito inferior ao obtido pelo extracto 1. 
Na Figura 12 está representado graficamente o c.d.o. e intensidade do pico ao longo do 
tempo de reacção para os dois extractos fervidos. Na Figura 12.B1 e 12.B2, está apresentada a 
intensidade máxima da banda 1 ao longo da reacção para os extractos fervidos 1 e 2, 
respectivamente. Para ambos os extractos, o c.d.o. de absorvência máxima da banda 1 (Figura 
12.A1 e A2) deslocou-se para valores superiores ao longo da reacção convergindo para o 
mesmo c.d.o., independentemente da concentração de extracto. A excepção observada para 
R=6.0 utilizando o extracto fervido 2, onde o pico estabilizou a 605nm, pode dever-se à 
sobreposição com a banda 2. A localização da banda 1 variou apenas com o extracto utilizado, 
tendo estabilizado a 560nm para o extracto fervido 1 e a 575nm para o extracto 2. 
Estes resultados sugerem que o tamanho médio das AuNPs não dependeu directamente da 
concentração de extracto, mas apenas da sua composição fitoquímica, sendo que o extracto 
fervido 1 favoreceu a síntese de partículas de dimensões inferiores às obtidas com o extracto 
fervido 2. 
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Publicações anteriores utilizando extractos de diferentes plantas obtiveram picos de 
absorvência entre 530 e 550nm correspondentes a partículas entre 15 e 40nm.[4],[5],[37],[20] No 
entanto, e como já referido, as condições específicas do meio das NPs, nomeadamente o 
capping e meio envolvente, irão afectar o c.d.o. ao qual ocorre a SPR responsável pela 
detecção da banda. Os tamanhos das partículas só poderão ser confirmados por imagens TEM. 
 
  
  
Figura 12: Valores de c.d.o. (A1 e A2) e da intensidade (B1 e B2) do pico de absorvência para cada R ao longo do 
tempo de reacção utilizando o extracto fervido 1 (A1 e B1) e extracto fervido 2 (A2 e B2) de Lúcia-lima. (Valores 
recolhidos dos espectros de UV-Vis representados na Figura 11.) 
Na Figura 13, está representado o tempo até ao aparecimento do primeiro pico, tempo de 
indução, consoante a concentração de extracto utilizada para os dois extractos fervidos. Em 
ambos os extractos, o tempo de indução da reacção é tanto menor quanto maior a 
concentração de extracto. O facto de o extracto fervido 2 possuir tempos de indução inferiores 
ao do extracto fervido 1 e permitir a detecção de AuNPs a concentrações de extracto menores 
(R=3.0), pode indicar que o extracto 2 tem um maior potencial na redução dos iões e formação 
dos núcleos de AuNPs. 
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Figura 13: Representação gráfica do tempo de reacção até ao aparecimento do pico de absorvência para 
concentrações crescentes de extractos fervidos (A) 1 e (B) 2 de Lúcia-lima. 
Embora ambos os extractos tenham apresentado uma fracção de partículas anisotrópicas, 
esta aumenta em intensidade e c.d.o. (fracção e tamanho) com o aumento da concentração de 
extracto 1. Em oposição, com o aumento da concentração de extracto fervido 2, a intensidade 
e c.d.o. da banda 2 diminuiu. O extracto 2 pareceu favorecer a síntese dos pequenos núcleos e 
o extracto 1 o crescimento de grandes estruturas. Estas variações podem dever-se à diferente 
composição fitoquímica dos extractos tendo em conta que é possível que todos os compostos 
contribuam para o capping (considerando o crescimento catalisado pela superfície das 
partículas já presentes) e que a estereoquímica dos compostos poderá direccionar o 
crescimento da partícula e assim afectar as formas obtidas. 
Os dados recolhidos por HPLC para ambos os extractos fervidos permitiram concluir que 
estes diferiram apenas nas intensidades relativas dos picos presentes, nomeadamente, 
aumentam em 5 e 2 vezes para Luteolina-7-O-diglucorónido e Isoverbascósido, 
respectivamente, e uma diminuição para metade no Crisoeriol-7-O-diglucorónido. A 
comparação dos extractos fervidos parece corroborar a hipótese sugerida anteriormente para 
os extractos fervido e agitado, de que o Isoverbascósido é um composto relevante na 
velocidade de formação de AuNPs, e em publicações anteriores descrevendo a síntese de 
AgNPs por este mesmo extracto[9]. 
Considerando um possível mecanismo de formação de AuNPs envolvendo inicialmente a 
formação de núcleos em solução, a síntese de nanopartículas depende da presença de agentes 
de potencial redutor superior à diferença de potencial entre os iões e o estado neutro. Por 
outro lado, o crescimento das AuNPs pode ser catalisado pela superfície da partícula, a qual 
poderá reduzir a diferença de potencial entre os iões e o estado neutro. Um mecanismo deste 
tipo permite a formação de capping das partículas mesmo por agentes de menor potencial 
redutor e justifica que as estruturas anisotrópicas tenham sido detectadas após a banda 1. O 
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favorecimento de diferentes formas pode ser devido a constrições estereoquímicas das 
moléculas envolvidas no capping. 
Dada a composição complexa do extracto de Lúcia-lima, é possível que mesmo os compostos 
de menor capacidade redutora do extracto estejam envolvidos no crescimento das partículas, 
enquanto que compostos como o Isoverbascósido parecem ser responsáveis pela síntese dos 
núcleos pois a sua concentração afectou directamente a velocidade de indução da reacção. 
Destes resultados conclui-se que, embora muito menos restritamente que na síntese 
química, foi possível controlar a velocidade da reacção assim como o tamanho e forma das 
nanopartículas obtidas através da concentração e composição de extracto de Lúcia-lima e sua 
composição fitoquímica, respectivamente. 
• Análise TEM-EDS 
Para a determinação do tamanho e forma das AuNPs recorreu-se à técnica de TEM. As 
imagens recolhidas, após análise por software apropriado (“Image Tool”), permitem 
determinar a distribuição de tamanho e formas das partículas. Por EDS caracterizaram-se 
quimicamente as NPs presentes. A preparação da amostra implica ciclos de 
centrifugação/ressuspensão em água bidestilada de modo a remover a matéria orgânica e a 
concentrar as nanopartículas. Utilizando a técnica de EDS acoplada ao TEM, obteve-se o 
espectro representado na Figura 14. 
 
Figura 14: Espectro de EDS recolhido a partir de AuNPs acoplado ao TEM. Os picos correspondentes ao Cobre e 
Ouro estão indicados por Cu e Au, respectivamente. 
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A análise dos picos detectados por EDS por software recomendado (EDS Revolution 1.5.6) 
demonstrou que as estruturas visualizadas por TEM, mesmo as de menor diâmetro e 
densidade, são constituídas por Ouro. Os picos correspondentes ao Cobre devem-se à 
constituição química da grelha na qual são depositadas as partículas.  
As imagens TEM recolhidas para R 3.0, 6.0, 10.0 e 20.0 após 24h de reacção a 25°C utilizando 
o extracto fervido 1 de Lúcia-lima estão representados nas Figura 15 a 18. Os respectivos 
histogramas demonstram a distribuição das partículas pelo seu tamanho e forma. Os 
tamanhos indicados representam o diâmetro de partículas esféricas, elipsóides e hexagonais, 
as arestas dos triângulos e pentágonos e o comprimento dos bastonetes. 
Como indicado na Figura 15, com um R de 3.0, observam-se diversos tamanhos (diâmetros) e 
formas de AuNPs, desde esféricas e elipsóides a partículas anisotrópicas, como triângulos, 
losangos, pentágonos, hexágonos e bastonetes. Pela representação gráfica da distribuição das 
AuNPs de acordo com os seus tamanhos, conclui-se que 68% das partículas se situam entre os 
5.4 e 46nm e apenas 15% acima dos 87nm e que o tamanho máximo das partículas observadas 
na amostra é de 209nm. No entanto, a maioria das partículas possuiu diâmetros entre os 5.4 e 
13.4, sendo quase todas esféricas, e entre 29.8 e 37.9nm, quase todas triângulos e hexágonos. 
As partículas anisotrópicas representam 50% da amostra, sendo as mais comuns triângulos e 
hexágonos, que se apresentam em fracções iguais de 23%. As fracções mais pequenas 
apresentam todas as formas, mas apenas as triangulares, e algumas elipsóides, apresentam 
tamanhos muito elevados (acima dos 87nm). As partículas esféricas possuem diâmetros entre 
5.4 e 12nm, os mais pequenos, mas tendem a tornar-se mais irregulares para tamanhos 
superiores, observando-se NPs elipsóides até aos 165nm. 
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Figura 15: Imagens TEM de suspensão de AuNPs em água bidestilada obtidas pela adição de HAuCl
extracto de Lúcia-lima (extracto fervido 1) com 
percentagem de AuNPs de acordo com o seu tamanho e forma. 
correspondente a 68% das AuNPs. 
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R 3.0 após 24h de reacção a 25°C. (A) Histograma representando a 
(B) Histograma para o intervalo de 5.4 a 46.1nm 
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Na Figura 16 estão representadas as imagens TEM recolhidas para R 6.0 após 24h de reacção 
a 25°C. 
Observam-se as mesmas formas que para R 3.0 mas com diferentes tamanhos, tendo que o 
maior diâmetro observado foi de 100nm, metade do observado anteriormente. O histograma 
evidencia que se obtiveram 86% das AuNPs entre 4.7 e 44nm, um valor significativamente 
superior aos 50% observados para um intervalo semelhante de tamanhos para R=3.0. Neste 
intervalo, as partículas centraram-se a diâmetros entre 12.5 e 20.3nm, superiores aos 
observados para a concentração inferior. 
Com R=6.0, obteve-se uma percentagem muito superior de partículas esféricas 
relativamente às elipsóides (menos regulares) e uma redução no número de estruturas 
triangulares e hexagonais. 
As partículas esféricas, não só se apresentam em maior percentagem, como atingem 
diâmetros de 64nm, cerca de 5 vezes superior ao obtido na concentração inferior de extracto. 
Tal como para a concentração inferior de extracto, observaram-se triângulos em todos os 
intervalos considerados. Embora as formas anisotrópicas ainda representem quase 50% da 
amostra, as formas mais comuns, triangulares e hexagonais, existem em percentagens iguais 
de 15%, uma redução de cerca de 8% em relação ao obtido para R=3.0. Observaram-se 
bastonetes de comprimentos entre os 27 e 82nm, os quais são significativamente maiores que 
os presentes na amostra de R=3.0. 
Com o aumento da concentração de extracto, observa-se uma diminuição do tamanho 
máximo das partículas e um aumento na fracção das partículas entre os 4.7 e 44nm, o que se 
traduz num colóide de partículas com uma distribuição mais homogénea de tamanhos. 
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Figura 16: Imagens TEM de suspensão de AuNPs em água bidestilada obtidas pela adição de HAuCl
extracto de Lúcia-lima (extracto fervido 1) com 
percentagem de AuNPs de acordo com o seu tamanho e forma. 
correspondente a 83% das AuNPs. 
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R 6.0 após 24h de reacção a 25°C. (A) Histograma representando a 
(B) Histograma para o intervalo de 4.7 a 43.9nm 
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Na Figura 17 estão representadas as imagens TEM recolhidas para R 10.0. 
Figura 17: Imagens TEM de suspensão de AuNPs em água bidestilada obtidas pela adição de HAuCl
extracto de Lúcia-lima (extracto fervido 2) com 
percen tagem de AuNPs de acordo com o seu tamanho e forma. 
correspondente a 64% das AuNPs. 
Observaram-se partículas esféricas com diâmetros entre 3.8 e 77.3nm, que tendem a tornar
se menos regulares com o aumento no seu diâmetro (elipsóides). As formas anisotrópicas são 
constituídas essencialmente por partículas triangulares e hexagonais 
apresentam tamanhos superiores, tal como nos 
Acompanhando a tendência observada de 
partículas de menores dimensões aumentaram consideravelmente de 68 para 86% e agora 
90% (entre 3.8 e 58.3nm), respectivamente. Nos diâmetros inferiores, a maioria das NPs 
apresentou entre 3.8 e 15nm. Embora as formas triangulares e hexagonais continuem a 
representar mais de metade das partículas anisotrópicas, esta fracção representou apenas 
15%, pelo que o aumento de concentração não favoreceu a síntese de partículas anisotrópicas. 
Contudo, o tamanho máximo das partículas voltou a ser 200nm, como em 
0
50
100
150
200
250
300
[3.8;60.5] [117.4;174.0]
N
.º
 d
e 
A
u
N
P
s
R=10.0 (25
15kx 
A 
Pág. 53 
 
 
 
R 20.0 após 24h de reacção a 25°C. (A) Histograma representando a 
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Em geral, verificou-se que com o aumento da concentração de extracto redutor, embora o 
intervalo entre tamanho mínimo e máximo se mantenha elevado, a percentagem de partículas 
situadas entre 5 e 40nm aumenta de 40% com 
com maior monodispersão nos tamanhos presentes.
Na Figura 18 estão representadas as imagens TEM (e respectivos histogramas) recolhidas 
para R=20.0. 
 
Figura 18: Imagens TEM de suspensão de AuNPs em água bidestilada obtidas pela adição de HAuCl
extracto de Lúcia-lima (extracto fervido 1) com 
tamanho das partículas. (Inset do espectro de UV
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R 3.0 para 90% com R 10.0, indicando colóides 
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Com R 20.0 observou-se uma redução na fracção de partículas de menores diâmetros (entre 
17.4 e 59.0nm), que representaram 82% da amostra, e um aumento na dispersão de 
tamanhos, pois observaram-se AuNPs em fracções iguais em todos os tamanhos do intervalo. 
As grandes partículas triangulares e hexagonais ainda estão presentes, mas apresentaram-se 
menos regulares e em menor número. Contudo, a percentagem de partículas anisotrópicas 
aumentou nas NPs de diâmetro inferior. 
Desta análise pode-se concluir que o aumento da concentração de extracto até R 10.0 
permitiu obter colóides com maior percentagem de partículas com tamanhos sensivelmente 
entre os 4 e 15nm. Para R 20.0, observou-se uma maior dispersão das partículas e um 
aumento na fracção de partículas anisotrópicas entre os tamanhos inferiores. 
3.1.2.3. Efeito da temperatura de reacção na síntese de AuNPs utilizando extracto de 
Lúcia-lima 
Estudos anteriores mostram que partículas com mais cantos, ou seja átomos em 
extremidades, tendem a ser mais reactivas[27][28] e que a internalização de AuNPs se efectuam 
preferencialmente em partículas entre 30 e 70nm[29]. Dado que o extracto 2 parece ser mais 
eficiente na redução dos iões ouro e que se obtêm colóides com elevadas fracções de AuNPs 
com carácter anisotrópico e pequenas dimensões, escolheu-se este extracto para os estudos 
seguintes do efeito da temperatura e ausência de luz na síntese das nanopartículas. 
De modo a estudar o efeito da temperatura na formação das nanopartículas, foram 
seleccionadas as razões 6.0 e 10.0 utilizando o extracto fervido 2 e as temperaturas 25, 37 e 
95°C.  
Na Figura 19 estão representados os espectros de UV-Vis-NIR recolhidos para R 6.0 a 25, 37 e 
95°C.  Verifica-se que com R=6.0 a 37°C, obteve-se um espectro de UV-Vis-NIR bastante 
semelhante ao de 25°C, aumentando apenas ligeiramente a intensidade da banda 1 e 
reduzindo a da banda 2. Estes resultados sugerem que o ligeiro aumento da temperatura 
aumentou o número de partículas de pequenas dimensões em solução, favorecendo o 
mecanismo de nucleação e não o de crescimento das AuNPs. 
Um ligeiro aumento na temperatura da reacção representou uma diminuição para metade 
no tempo de indução, de 4h a 25°C para 2h a 37°C, e de 4 vezes no tempo de estabilização, de 
24h a 25°C para 6h a 37°C. 
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Figura 19: (A) Espectros de UV-Vis (400-1100nm) recolhidos após a adição de HAuCl4 a uma solução de extracto de 
Lúcia-lima numa razão de concentração R=6.0 a 25, 37°C após 24h de reacção e 95°C após 5 min. (B) Representação 
gráfica do comprimento de onda do pico de absorvência ao longo do tempo de reacção para as 3 temperaturas. 
Colocando a solução a 95°C, foi possível obter uma reacção completa em apenas 5min. A 
intensidade do pico foi inferior mas, como já referido, este factor não está directamente 
relacionado com a concentração de AuNPs em solução. As bandas 1 e 2 foram detectadas a 
550 (valor estimado) e 700nm, respectivamente. A proximidade entre as bandas sugere que as 
componentes transversais (banda 1) e longitudinais (banda 2) têm comprimentos 
semelhantes. A velocidade de conclusão da reacção e a pequena dimensão das partículas 
sugere que os iões são rapidamente reduzidos formando pequenos núcleos. 
Para determinar quais as formas e tamanhos das AuNPs obtidas quando a reacção ocorreu a 
95°C, analisaram-se os colóides por TEM, cujas imagens estão representadas na Figura 20. 
A 25°C, as partículas apresentaram diâmetros entre 4.7 e 103nm, apresentando todas as 
formas. A 95°C, o colóide apresentou muito maior monodispersão de tamanhos. O intervalo de 
diâmetros reduziu para 7.5 a 53.9nm, o que representa um aumento de 86% para a totalidade 
das partículas nestes diâmetros e uma redução na fracção de partículas anisotrópicas de 50 
para 17%.  
Tal como para R 6.0, repetiram-se os ensaios para R de 10.0, a 37°C e a 95°C, os espectros 
obtidos a 37°C ao longo do tempo e após 5 min a 95°C, estão representados na Figura 21. 
Com R=10.0 a 37°C a banda 1 apareceu ao fim de 45 min a 563nm e estabilizou às 7h de 
reacção a 585nm, mantendo a tendência observada em todos os restantes ensaios de 
aumento do c.d.o. do pico ao longo do tempo de reacção. Tal como para R=6.0, a 37°C, o 
aumento da temperatura permitiu reduzir os tempos de indução e estabilização. Também foi 
detectada a banda 2 mas com uma intensidade ligeiramente superior à observada a 25°C. 
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Figura 20: Imagens de TEM recolhidas de uma suspensão de AuNPs obtidas após a adição de HAuCl
Lúcia-lima na razão de concentração 
recolhidos. 
Figura 21: (A) Espectros de UV-Vis (400
Lúcia-lima numa razão de concentração 
Representação gráfica do comprimento de onda 
A 95°C, bastaram 5 minutos para o aparecimento e estabilização das 2 bandas. Contudo, a 
sua localização é tão próxima que apenas se pode estimar que se situam entre 550 e 700nm. 
Comparando com a concentração inferior de 
inferiores, pelo que o colóide deverá ser constituído por partículas de menores dimensões.
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R 6.0 a 95°C durante 5 min. Respectivo histograma e espectro de UV
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Caracterizaram-se os colóides obtidos a 95
representadas na Figura 22. 
Verificou-se que, tal como para 
bandas registadas por UV-Vis correspondem a colóides de partículas de pequenas dimensões, 
entre 11 e 25nm na sua maioria e no máximo de 49.2nm.
O aumento da temperatura para 95
tamanhos das partículas, de 3.8 a 287nm (a 25
por um aumento no tamanho médio das AuNPs, de 4
Contudo, a percentagem de partículas anisotrópicas manteve
15%. 
 
Figura 22: Imagens de TEM recolhidas de uma suspensão de AuNPs obtidas após a adição de HAuCl
Lúcia-lima na razão de concentração 
recolhidos. 
Comparando com R 6.0 também a 95
essencialmente obter colóides com maior monodispersão de diâmetros das partículas. 
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°C por TEM e as imagens obtidas estão 
R 6.0 e verificado por TEM, a localização e intensidade das 
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O aumento concentração de extracto traduziu-se essencialmente numa diminuição do 
tamanho médio das partículas, para além do já descrito aumento na velocidade de síntese. 
O aumento da temperatura de reacção de 25 para 37°C permitiu reduzir significativamente o 
tempo para a conclusão da síntese de AuNPs mas mantendo constantes os espectros UV-Vs-
NIR registados. O aumento drástico da temperatura para 95°C, mesmo que apenas durante 5 
min, permitiu obter amostras muito mais monodispersas, de menor diâmetro em média e 
mantendo ainda diversas formas. 
3.1.2.4. Efeito da ausência de luz na síntese de AuNPs utilizando extracto de Lúcia-lima 
A síntese de nanopartículas já foi conseguida utilizando inúmeros protocolos, entre eles, a 
iniciação por radiação UV[26], pelo que  a exposição à luz pode tratar-se de um outro factor de 
variância entre ensaios. Dado que nas condições experimentais descritas no presente trabalho, 
todas as sínteses de AuNPs foram efectuadas sob exposição a luz solar, estudou-se também o 
efeito da ausência de luz na velocidade de formação das nanopartículas e nas suas 
características após terminada a reacção, repetindo-se o ensaio para R 6.0 mas com os tubos 
de ensaio envoltos em folha de alumínio e com o banho térmico sempre tapado. Obtiveram-se 
os espectros representados na Figura 23.B. Para melhor comparar com os espectros recolhidos 
em condições normais, estes espectros encontram-se novamente representados na Figura 
23.A. 
Comparando os espectros obtidos ao longo da reacção em presença e ausência de luz, 
verificou-se que a reacção é ligeiramente mais rápida quando exposta à luz. Para além de se 
formarem mais lentamente, quando removida a luz, as partículas apresentam maior 
anisotropia, como indicado pela segunda banda a sensivelmente 800nm. 
Como se observou nos ensaios de efeito de concentração de extracto, a componente 
anisotrópica é mais dominante nas concentrações inferiores de extracto, reacções que são 
também mais lentas. Estes resultados corroboram as conclusões retiradas anteriormente, em 
que a reacção com maior concentração de extracto, mais rápida, favorece os mecanismos de 
nucleação com a formação de novas partículas enquanto que em reacções mais lentas 
predominam os mecanismos de crescimento das partículas em que a própria superfície das 
partículas catalisa a redução dos iões ouro.[1] 
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Figura 23: Espectros de UV-Visível (400-1100nm) recolhidos após a adição de HauCl4 (0.05mM) a extracto de Lúcia-
lima com R 6.0 a 25°C (A) com exposição à luz e (B) sem qualquer exposição à luz. (C) Representação gráfica do 
c.d.o. do pico ao longo do tempo de reacção indicando o valor após 24h de reacção. 
3.1.3. Caracterização das AuNPs 
3.1.3.1. Análise XRD 
Por XRD analisou-se o colóide de NPs obtido com extracto fervido 2 de Lúcia-Lima com R 6.0 
a 25°C após 4h e 24h de reacção, correspondentes ao aparecimento da banda 1 e à 
estabilização da reacção. 
Na Figura 24 estão representados os difractogramas de XRD recolhidos para o extracto Lúcia-
lima e para os colóide de AuNPs. Com linha cinzenta, está representado o espectro apenas do 
extracto que apresenta alguns picos de baixa intensidade e a ângulos de difracção muito 
distintos dos esperados para cristais de ouro (Tabela 8). 
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Figura 24: Espectros de difracção por raios-X obtidos para amostras extracto de Lúcia-lima (LL2) e de NPs obtidas 
com R 6.0 a 25°C após 4h (vermelho) e 24h (laranja) de reacção. As NPs apresentam os picos de Bragg como 
indicado na Tabela 8. No canto superior direito apresenta-se uma ampliação da escala do número de contagens 
para uma melhor comparação entre os espectros. 
Os difractogramas obtidos para os colóides após 4 e 24h de reacção estão representados a 
vermelho e laranja, respectivamente. Em ambas as amostras detectaram-se os picos de Bragg 
para os planos (111), (200) e (220), confirmando a presença de cristais de ouro, do tipo cubo 
de faces centradas (fcc). O pico para o plano (311) foi detectado apenas após 24h de reacção. 
Os ângulos, valores de espaçamento d específicos e intensidades relativas para os picos de 
Bragg de cristais de Ouro, assim como a largura de pico a meia altura (FWHM) das amostras, 
estão indicados na Tabela 8. 
Tabela 8: Valores de ângulo de difracção (°2θ), distância d-value (Å), intensidade relativa (%) e plano de difracção 
(hkl) padronizados para cristais de ouro. d-value, intensidade relativa  e largura de pico a meia altura (FWHM, °2θ) 
obtidos para as amostras de AuNPs obtidas com extracto fervido 2 de Lúcia-Lima com R 6.0 após 4h e 24h de 
reacção a 25°C. 
Ângulo 
/°2θ 
d-value 
/Å 
Int. rel. 
/% 
hkl 
R=6.0 (4h) R=6.0 (24h) 
d-value 
/Å 
Int. rel. 
/% 
Largura de 
pico /°2θ 
d-value 
/Å 
Int. rel. 
/% 
Largura de 
pico /°2θ 
38.18362 2.3550 100 111 2.3643 100.0 0.100 2.3667 100.0 0.100 
44.39166 2.0390 52 200 2.0411 14.2 0.480 2.0448 13.6 0.120 
64.57593 1.4420 32 220 1.4408 21.6 0.480 1.4442 2.1 0.200 
77.54709 1.2300 36 311    1.2309 2.1 0.560 
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A equação de Bragg permite relacionar o tamanho da partícula com a FWHM, os quais são 
inversamente proporcionais. Após concluída a reacção, a FWHM diminuiu, indicando um 
aumento no tamanho médio dos cristais. O aumento da intensidade dos picos após 24h de 
reacção indicam um aumento no carácter cristalino da amostra. 
3.1.3.2. Análise HPLC 
Para determinar a composição química do extracto no início da detecção das nanopartículas 
e após estabilizada a reacção, analisou-se extracto por HPLC. As partículas foram removidas 
por centrifugação, repetindo-se o processo até não se observar nenhum pellet. 
Analisou-se o extracto inicial e após 4h e 24h de reacção utilizando extracto fervido 1 de 
Lúcia-lima com R=10.0. Obtiveram-se os cromatogramas representados em sobreposição na 
Figura 25.  
 
Figura 25: Cromatogramas do extracto fervido 1 de Lúcia-lima a azul em sobreposição com o extracto após a 
formação de nanopartículas durante 3h (vermelho) e após conclusão da reacção, 24h (laranja) com R=10.0 a 25°C. 
(Os cromatogramas do extracto após nanossíntese encontram-se representados na escala principal e o extracto 
inicial na escala secundária devido às diferenças nas intensidades dos picos) Os 4 picos principais estão numerados 
de acordo com a identificação indicada para o extracto fervido 1 de Lúcia-lima (Figura 7). No cromatograma do 
extracto após 3h de reacção, obtiveram-se mais 3 picos identificados com letras de a a c. 
A correlação entre os picos identificados para o extracto inicial e após o início da síntese das 
AuNPs foi efectuada pelos tempos de retenção dos picos e pelos espectros de UV-Vis obtidos 
das alíquotas separadas nos diferentes tempos de retenção. 
Todas as intensidades foram normalizadas ao pico 2 do extracto inicial e os valores 
calculados estão representados na Tabela 9. 
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Tabela 9: Valores de tempo de retenção e intensidades relativas ao pico 2 para os 4 picos identificados do extracto 
fervido 1 de Lúcia-lima e razão entre a intensidade inicial e após 3h e 24h de reacção. 
Pico n.º tR / min 
LL ferv.1 
0h 
Int. rel. 
(3h)/(0h) 
Int. rel. 
(24h)/(0h) 
Composto 
1 17,34 8,0 1 / 33 --- Luteolina-7-O-diglucorónido 
2 21,09 100,0 1 / 118 1 / 246 Verbascósido 
3 22,92 19,9 --- --- Crisoeriol-7-O-diglucorónido 
4 23,92 25,3 --- --- Isoverbascósido 
 
Como se observa na Figura 25 (linha vermelha), ao fim de 3h de reacção, a síntese de AuNPs 
foi acompanhada pelo desaparecimento dos picos 3 e 4 (Crisoeriol-7-O-diglucorónido e 
Isoverbascósido) e redução de cerca de 30 e 120 vezes da Luteolina-7-O-diglucorónido e 
Verbascósido (picos 1 e 2). Após estabilizada a reacção, apenas se detectou o pico 2 
(Verbascósido) a 21.44 min com uma redução de cerca de 250 vezes a intensidade do pico no 
extracto inicial. Estes resultados sugerem que todos os compostos identificados no extracto 
participam na redução/formação das nanopartículas. Estes compostos, para além de agentes 
redutores, podem actuar como estabilizadores (capping), permanecendo agregados às 
partículas.  
Foram detectados 3 novos picos (a, b e c). Os espectros de UV-Visível recolhidos para os 
picos a e b estão representados na Figura 26 e o pico c, a 18.47 min apresenta um espectro de 
UV-Vis muito semelhante ao do Verbascósido (pico 2). A detecção de novos picos pode dever-
se à revelação dos picos pela remoção dos restantes compostos com tempos semelhantes de 
eluição. Contudo, dada a ausência de espectros semelhantes aos mesmos tempos de retenção 
no extracto inicial, é mais provável que a alteração das características do meio (por exemplo 
pH), o processo de redução dos iões ouro ou formação do capping tenham formado novos 
compostos com diferentes tempos de retenção. 
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Figura 26: Espectros de UV-Visível (200-450nm) dos picos 1 e 2 do extracto Lúcia-lima antes (azul na escala 
secundária) e depois (vermelho após 3h de e laranja após 24h de reacção, na escala principal) da formação de 
nanopartículas com R 10.0. Dada a semelhança entre espectros e tempos de retenção, os picos devem 
corresponder a Luteolina-7-O-diglucorónido e Verbascósido respectivamente. 
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3.1.3.3. Análise FTIR  
Os compostos identificados por HPLC-MS, no extracto de Lúcia-Lima, foram a Luteolina-7-O-
diglucorónido,  o Verbascósido, o Crisoeriol-7-O-diglucorónido  e o Isoverbascósido, os quais 
possuem diversos grupos funcionais tais como: carbonilos, éster, cetonas, e alcóois.  
Com o objectivo de obter informação sobre possíveis alterações químicas ocorridas nos 
grupos funcionais dos componentes do extracto potencialmente envolvidos na redução dos 
iões ouro e responsáveis pelo capping das nanopartículas procedeu-se à análise por FTIR do 
extracto de Lúcia- Lima e da suspensão de AuNPs obtidas por ressuspensão do pellet em água 
bidestilada após centrifugação do colóide. 
Os espectros recolhidos para o extracto e para a suspensão de AuNPs estão representados 
na Figura 57 (Anexo 3). Com linha a preto representa–se o espectro correspondente ao 
extracto e a linha a cinzento corresponde ao espectro da suspensão coloidal. Os espectros 
foram recolhidos na gama de 1800 a 650 cm -1, tendo em conta que as frequências associadas 
aos grupos funcionais em estudo (compostos identificados por HPLC- MS) estão neste 
intervalo. 
Como já referido (secção experimental) a amostra analisada por FTIR foi seca de forma a 
remover as interferências causadas pelas moléculas de água (ver Anexo 3).  
Os espectros obtidos, evidenciam a presença de grupos carbonilo, álcool, esteres e anéis 
aromáticos, os quais estão presentes na estrutura química dos compostos do extracto. Foram 
identificadas 5 bandas, que podem conter mais do que um pico.  
A banda 1, ocorre a 1604 cm-1 que poderá ser atribuída tanto a grupos carbonilos como às 
ligações C-C nos anéis aromáticos. Também, as bandas 2 e 3 poderão ocorrer devido ao stretch 
in-ring de ligações C-C (de 1600 a 1585 cm-1 e 1500 a 1400 cm-1). A presença de grupos álcool é 
confirmada pela detecção das bandas 4 e 5 e que correspondem ao stretch da ligação C-O 
entre 1260 e 1050 cm-1.  
O espectro obtido para o colóide de AuNPs  representado com linha a vermelho  mostrou 
que a intensidade das bandas diminui significativamente, excepto a banda 1. Esta banda 
aumentou de intensidade e sofreu um deslocamento de 1604 para 1647 cm-1, sugerindo  que 
houve um aumento dos grupos carbonilo na amostra, provavelmente devido à oxidação dos 
grupos OH (banda 4 e 5- diminuiu) em simultâneo com a redução do ião Au.  
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Figura 27: Espectros de FTIR-ATR recolhidos para o extracto de Lúcia-Lima inicial (linha azul) e das AuNPs após 24h 
de síntese com R 10.0 a 25°C (linha vermelha) (resolução 2cm-1 com 128 scans para a amostra e 98 scans para o 
background). 
 
Embora a complexidade da amostra não permita identificar quais os compostos ou ligações 
específicas, as variações nas intensidades e localizações dos picos de transmitância permitem 
concluir que a ligação envolve a coordenação de diversos grupos e por ligações intensas. O 
aumento nas bandas 1, característica de grupos carbonilo, sugere que a estabilização das 
nanopartículas pode envolver a formação de ligações deste tipo. 
Estas observações são concordantes com o reportado na literatura[4],[38],[9][20] e com o 
modelo de interacção entre a NP e o agente redutor apiin sugerido por Kasthuri et. al 
(2009)[20], no qual a ligação poderá ser efectuada pelos grupos carbonilo (-C=O) e hidroxilo (-
OH) com ligações duplas alfa e beta conjugadas (como já descrito na Figura 4, pág. 8) e grupos 
cetona[8]. O extracto de Lúcia-lima, como já referido, possui compostos com esta estrutura, 
nomeadamente a Luteolina-7-O-diglucorónido e Crisoeriol-7-O-diglucorónido, ou estrutura 
semelhante, como o Verbascósido e Isoverbascósido que possuem 2 grupos hidroxilo em 
posições semelhantes.  
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3.2.  EXTR AC TO  DE  ERV A D E SÃO  RO BE R TO  
3.2.1. Caracterização fitoquímica dos extractos aquosos de Erva de São 
Roberto 
Foram analisados por HPLC extractos aquosos de Erva de São Roberto obtidos por fervura e 
por agitação das folhas e comparou-se a sua composição fitoquímica. Os cromatogramas 
obtidos estão representados na Figura 28. 
 
Figura 28: Cromatograma dos extractos fervido (linha azul) e agitado (linha vermelha) de Erva de São Roberto 
diluído 30 vezes (0.50mg/ml). Os 5 picos identificados para o extracto fervido por análise MS estão numerados de 1 
a 5 e correspondem aos tempos de retenção de 4.30, 14.26, 14.58, 15.79 e 22.18 minutos. O extracto agitado 
apresentou um novo pico (pico a) a 18.42 minutos. 
Na Figura 28 está representado com linha azul o cromatograma obtido para o extracto 
fervido que apresenta 5 picos correspondentes aos 5 compostos maioritários anteriormente 
identificados como ácido sinápico glucoronizado (pico 1), quercitrina (pico 2), ácido gálico (pico 
3), ácido elágico (pico 4) e cianidina (pico 5).[17],[17][33]e[34] 
As intensidades dos picos foram normalizadas ao pico 3 do extracto fervido, o pico de maior 
intensidade. Deste modo, calculou-se que os compostos identificados apresentam 
intensidades relativas de 30% para o ácido sinápico glucoronizado, 57% para quercitrina, 100% 
para ácido gálico, 16% para ácido elágico e 22% para cianidina. Separou-se um outro pico 
correspondendo a um tempo de retenção de 15.23min com 31.2% de intensidade relativa cuja 
composição química não foi analisada por MS e os restantes picos são de menor intensidade. 
O extracto agitado foi analisado nas mesmas condições e obteve-se o cromatograma 
indicado na Figura 28 com linha vermelha. Entre os dois métodos de extracção observaram-se 
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essencialmente variações nas intensidades dos picos e o aparecimento de um novo pico a 
18.42min (pico a) cujo espectro de UV-Vis-NIR (anexo 1) é muito semelhante aos dos ácidos 
gálico e elágico (apresentados na Tabela 10). 
Na Tabela 10 estão indicados os tempos de retenção, espectros de UV-Visível, intensidades 
relativas ao pico maioritário (pico 3) e a composição química determinada por MS do extracto 
fervido. 
 
Tabela 10: Tempos de retenção, intensidades relativas ao pico de maior intensidade e composição química 
atribuída por análise de MS dos picos do cromatograma obtido na separação dos compostos do extracto fervido de 
Erva de São Roberto.  
Pico 
# 
tR 
/min 
Intensidade 
relativa /% 
Agit
Ferv
 Composto Espectro de UV-Vis 
1 4.30 29.7 2,4 
Ácido sinápico 
glucoronizado 
O
O
O
O
OH
O
O
OH
OH
OH
OH  
 
2 14.26 56.9 0,9 Quercitrina 
O
O
OH
HO
OH O
OH
O
OHHO
OH
 
 
3 14.58 100.0 0,2 Ácido Gálico 
OH
HO
HO
O
OH
 
 
4 15.79 15.6 2,1 Ácido Elágico 
 
 
5 22.18 21.8 1,1 Cianidina 
 
 
Para o extracto agitado observou-se a redução drástica de certos picos. Pelo cálculo da razão 
entre as intensidades relativas determinou-se que para o pico 3 a redução foi de 5 vezes, o que 
significa que o extracto agitado quase não possui ácido gálico. 
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A extracção por agitação levou a um aumento de 2.4 e 2.1 vezes na intensidade dos picos 
correspondentes a ácido sinápico glucoronizado e ácido elágico (picos 1 e 4) respectivamente. 
O pico correspondente ao ácido gálico (pico 3) diminuiu 5 vezes e os restantes picos 
identificados, correspondentes a quercitrina e cianidina (picos 2 e 5), mantiveram 
sensivelmente a mesma intensidade. Deste modo, conclui-se que a agitação favoreceu a 
extracção de certos compostos, enquanto outros foram detectados em muito menor 
quantidade do que para o extracto fervido. 
Após identificada a composição química de cada pico, concluiu-se que o extracto fervido de 
Erva de São Roberto é constituído essencialmente por flavonóides e polifenóides, em 
concordância com publicações anteriores.[17],[33]e[34] Estes compostos, para além de associados 
às propriedades medicinais do extracto, possuem um elevado potencial antioxidante, 
capacidade de quelação de metais e diversos grupos álcool e carbonilo com ligações α,β-
insaturadas. De acordo com o mecanismo sugerido por Kasthuri et. al (2009)[20] para a síntese 
e estabilização de por Apiin, este tipo de estrutura poderá permitir a estabilização electrónica 
dos iões. O modelo sugerido está representado na Figura 4. 
O composto redutor ácido gálico foi utilizado com sucesso na redução de ião ouro na síntese 
de AuNPs pela oxidação dos seus grupos fenol a carbonilo. As AuNPs foram obtidas com 
valores de razão de concentração de agente redutor para a concentração de ião ouro (R) entre 
0.2 e 2.0 e apresentaram um pico de absorvência a 536nm (banda 1) e um segundo pico entre 
600 e 800nm (banda 2) correspondentes a partículas triangulares, hexagonais e esféricas. O 
aumento da concentração do redutor implicou o aumento no tamanho e anisotropia das 
amostras e a formação de agregados, o que indica não se tratar de um redutor forte o 
suficiente para estabilizar ou parar o crescimento da partícula após formação do núcleo.[35] 
A quercetrina, trata-se de um composto representativo dos flavonóidess naturais presents 
em diversos extractos de plantas. Este compostso foi já estudado como agente de crescimento 
(redutor fraco) de núcleos de AuNPs obtidos com citrato como redutor forte (método de 
seeding)Error! Reference source not found. e como redutor forte na síntese de nanopartículas de prata e 
cobre em sistemas de ‘reverse micelles’.[36] 
 
A composição química do extracto de Erva de São Roberto, essencialmente flavonóides e 
polifenóis, alguns deles já utilizados na síntese de nanopartículas metálicas, e a sua capacidade 
de sintetizar NPs de prata, indicam que o extracto poderá ser aplicável à síntese de AuNPs. 
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3.2.2. Síntese de Nanopartículas de Ouro por extractos de Erva de São Roberto 
Para determinar qual o efeito do método de extracção na reacção de síntese de AuNPs, 
utilizaram-se os extractos fervido e agitado na síntese de nanopartículas. Os espectros de UV-
Vis-NIR recolhidos ao longo do tempo até às 24h de reacção, estão representados na Figura 9. 
  
  
Figura 29: Espectros de UV-Vis (400-1000nm) recolhidos após a adição de HAuCl4 (1mM) a extracto de Erva de São 
Roberto (A) fervido ou (B) agitado numa razão de concentração R=10.0 à temperatura ambiente. (C) Sobreposição 
dos espectros de recolhidos após 27h para os 2 extractos. (D) Representação gráfica da intensidade do pico de 
absorvência da banda 1 ao longo do tempo de reacção para os ensaios com extracto fervido (linha azul) e extracto 
agitado (linha vermelha). 
A síntese de AuNPs é directamente observável pela alteração da cor da solução de amarelo 
para violeta ou roxo, consoante as condições experimentais. Para ambos os extractos, o 
espectro de UV-Vis-NIR apresentou duas bandas de absorvência, uma a 542nm (banda 1) e 
outra acima dos 700nm (banda 2). A presença destas bandas indica a formação das AuNPs.  
Comparando os resultados obtidos utilizando o extracto fervido com o extracto agitado, 
verificou-se que o tempo de indução aumentou de 2h para 3h e, após concluída a reacção, a 
intensidade da banda 1 diminuiu de 0.73 para 0.55 u.a. O extracto agitado possui ácido gálico 
em concentração 5 vezes inferior à do extracto fervido. O aumento no tempo de indução e a 
redução da intensidade da banda 1 comparando com o extracto fervido sugerem que este 
composto pode ser relevante para os mecanismos de nucleação na síntese das AuNPs. Por 
outro lado, o ácido sinápico glucoronizado e ácido elágico, cujos picos aumentaram 2.5 e 2 
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vezes no extracto agitado não devem ser essenciais para a síntese de AuNPs, embora possam 
participar activamente no crescimento e estabilização dos núcleos já formados.  
Um método comum de síntese de AuNPs envolve a utilização de um redutor forte, como 
citrato, para a síntese de núcleos de AuNPs. Após concluída esta reacção, inicia-se o 
crescimento das AuNPs pela adição de um agente redutor fraco, por exemplo Vitamina C. As 
concentrações e compostos redutores e estabilizadores, como surfactantes, permitem 
modular o tamanho e formas das AuNPs obtidas. Embora o redutor fraco isolado não permita 
a síntese de AuNPs, crê-se que a superfície dos núcleos presentes actue como autocatalisador 
da síntese de AuNPs.[35] 
A banda 2 foi detectada em simultâneo com a banda 1 e centrou-se inicialmente entre os 
800 e 850nm para ambos os extractos. Com o extracto fervido, após 8h de reacção a banda 2 
apenas aumentou de intensidade, mas após 24h de reacção, o pico de absorvência deslocou-se 
para 710nm. Com o extracto agitado, o pico de absorvência da banda vai-se deslocando para 
os 1100nm (após 8h), mas após 24h não foi possível definir um pico de absorvência. 
As diferenças nos espectros sugerem que ao longo do tempo a fracção de partículas 
anisotrópicas de menores dimensões em solução tende a aumentar. Após estabilizada a 
reacção, com o extracto fervido o colóide possui uma fracção de partículas anisotrópicas de 
dimensões relativamente reduzidas e de menor dispersão de tamanho comparando com o 
extracto agitado, cuja ausência de pico de absorvência sugere uma larga distribuição de 
diâmetros. 
Dos resultados obtidos, concluiu-se que o extracto agitado não é o mais adequado à síntese 
de AuNPs pois a reacção foi mais demorada e as bandas SPR apresentaram menor intensidade 
e portanto, nos ensaios seguintes, utilizou-se o extracto fervido. 
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3.2.2.1. Efeito da concentração de Extracto de Erva de São Roberto na síntese de AuNPs 
Para o estudo do efeito da concentração do extracto de Erva de São Roberto, escolheram-se 
6 razões de concentração de extracto (mg/ml) para a concentração de ião ouro (0.05mM de 
concentração final) que variaram de 1.5 a 15 vezes. Após a estabilização da temperatura a 
25°C da mistura reaccional, o início da reacção é considerado após a adição do ião ouro. Todos 
os ensaios foram efectuados com exposição ao ar e luz ambiente. 
A síntese de AuNPs é observável a olho nu pelo aparecimento de coloração vermelha ou 
violeta consoante as características do colóide. Deste modo, seguiu-se a cinética de 
nanossíntese pela detecção de bandas de absorvência, bandas SPR, em espectros de UV-Vis-
NIR. 
• Análise por UV-Vis-NIR 
A cinética de formação das AuNPs foi seguida por UV-Vis-NIR (400-1100nm), e os espectros 
recolhidos ao longo do tempo de reacção estão representados na Figura 30. 
Para as concentrações de extracto entre R 1.5 e 10, observaram-se duas bandas (1 e 2) 
situadas na região visível entre 500 e 700nm e desde 700 até aos 1100nm (NIR), 
respectivamente. A banda 1 centrou-se entre sensivelmente 530 e 575nm, para R entre 1.5 e 
10. A banda 2, com menos de metade da intensidade da banda 1, desloca-se para c.d.o. 
superiores até a banda 1 estabilizar e de seguida para c.d.o. inferiores. Para R 15.0, observou-
se uma banda entre 500 e 1100nm, não sendo clara a distinção entre as bandas 1 e 2. Para 
todas as concentrações de extracto, ao longo da reacção as bandas vão aumentando de 
intensidade e a reacção considerou-se concluída quando as estas estabilizaram. 
Para R 1.5, as bandas só foram detectadas após 24h. A banda 1 centrou-se a 574nm e a 
banda 2, entre os 700 e 1100nm, não apresentou qualquer pico. 
Com R 3.0, a síntese de AuNPs é detectada apenas após 3h de reacção (menos de metade do 
tempo necessário para metade da concentração de extracto). Observou-se a banda 1 centrada 
a 544nm e a banda 2 a 764nm. Às 6h a reacção estabilizou com a banda 1 a 535nm e a banda 2 
a 940nm. Até às 24h, apenas a banda 2 se deslocou para c.d.o. ligeiramente inferiores, o que 
se pode simplesmente dever à deposição das partículas de muito grandes dimensões. 
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Figura 30: Espectros de UV-Vis (400-1100nm) recolhidos após a adição de 0.05mM HAuCl4 a uma solução de 
extracto fervido de Erva de São Roberto. Ensaios realizados a 25°C nas razões de concentração R 1.5, 3.0, 4.5, 6.0, 
10.0 e 25.0 como indicado nas figuras. 
Com R 4.5, a reacção necessitou apenas de 40min para a detecção de AuNPs e 4h para a 
conclusão da nanossíntese. A banda 1 estabilizou rapidamente a 530nm e a banda 2 centra-se 
a 800nm após 3h de reacção e às 4h estabiliza a 715nm. 
Com R 6.0, a reacção foi iniciada em 10min e concluída com 50min seguindo o mesmo 
comportamento das concentrações anteriores. 
Com R 10.0 e 15.0, a reacção necessitou apenas de 10min para a sua conclusão. No entanto, 
os espectros são muito diferentes. Com R 10.0, obteve-se a banda 1 mais intensa a 542nm e 
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banda 2 próxima de 700nm. Com R 15.0, as bandas coalesceram e a intensidade é metade da 
obtida com R 10 (0.25 u.a.). Nesta concentração que a intensidade das bandas começou a 
diminuir após ter atingido o máximo. 
Na Figura 31 está representado graficamente o tempo de estabilização em função da 
concentração de extracto. 
 
Figura 31: Representação gráfica do tempo de reacção até à estabilização dos espectros de UV-Vis-NIR para 
concentrações crescentes de extracto fervido de Erva de São Roberto. 
Com o aumento da concentração de extracto ambas as bandas estabilizaram mais 
rapidamente e a c.d.o. inferiores. Por exemplo, um aumento de R 4.5 para R 6.0 permitiu 
reduzir o tempo de detecção de AuNPs de 40min para 10min e o tempo de estabilização da 
reacção de 4h para 50min. 
Para melhor analisar as variações de c.d.o. e intensidades da banda 1, representaram-se 
estes parâmetros em função do tempo de reacção para todas as concentrações de extracto 
(Figura 32). 
  
Figura 32: Representação gráfica dos valores de comprimento de onda (A) e da intensidade (B) do pico de 
absorvência para os colóides variando a concentração de extracto fervido de São Roberto em solução ao longo do 
tempo de reacção. 
R=1.5
24h
R=3.0
6h
R=4.5
4h
R=6.0
50min
R=10.0
10min
R=15.0
5min
0
6
12
18
24
Te
m
p
o
 d
e 
re
ac
çã
o
 /
h
R ( [SR] / [Au] )  / (mg/ml)/mM
R=1.5
R=3
R=4.5R=6
R=10
R=15
500
540
580
620
0 6 12 18 24
λ
/n
m
Tempo de reacção /h
R=1.5
R=3
R=4.5
R=6
R=10
R=15
0
0,2
0,4
0,6
0 6 12 18 24
A
b
s.
 /
a.
u
.
Tempo de reacção /h
A B 
Biossíntese, caracterização e citotoxicidade de Nanopartículas de Ouro obtidas a partir de extractos de Plantas 
Pág. 75 
A localização da banda 1 não apresenta uma grande dependência da concentração de 
extracto entre R 3.0 e 10.0, centrando-se entre 530 e 540nm. Destes dados pode-se concluir 
que o parâmetro de concentração não permitiu modelar o tamanho médio das partículas 
obtidas. As AuNPs que apresentam bandas SPR neste c.d.o. terão um tamanho médio 
semelhante, independentemente da concentração de extracto de Erva de São Roberto 
utilizado, ou seja, da concentração de compostos redutores. 
Representaram-se os espectros recolhidos após 24h de reacção para as diversas 
concentrações de extracto de São Roberto (Figura 33) para melhor representar as alterações 
na localização e características das banda após concluída a reacção. 
 
 
Figura 33: Espectros de UV-Vis (400-1100nm) recolhidos após a adição de HAuCl4 a uma solução de extracto de São 
Roberto nas razões de concentração R 1,5, 3.0, 4.5, 6.0, 10.0 e 15.0 a 25°C após 24h de reacção. 
Como se observa na Figura 33, com o aumento da concentração de extracto até R 4.5, a 
banda 1 tende para c.d.o. inferiores e a torna-se mais estreita e simétrica, o que sugere 
colóides de partículas de menores dimensões e maior monodispersão. Para R’s superiores, as 
bandas começam a coalescer, formando mesmo uma só banda com R 15 centrada acima dos 
600nm. 
Um aumento da concentração de extracto permitiu obter velocidades muito superiores de 
reacção e variar consideravelmente a localização da banda 2, associada ao tamanho de 
partículas anisotrópicas. A banda 2 foi detectada a c.d.o. superiores para concentrações 
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inferiores de extracto no início da reacção. Com o evoluir da reacção, observou-se uma 
tendência para c.d.o. superiores até à estabilização da banda 1. Nesse instante, deslocou-se 
para c.d.o. inferiores. Da localização da banda 2 pode-se deduzir que o aumento na 
concentração de extracto não favoreceu o crescimento de grandes partículas anisotrópicas, 
embora estas devam existir no colóide. A concentração de extracto permitiu controlar 
marcadamente o carácter anisotrópico das AuNPs. 
Considerando os possíveis mecanismos de síntese e crescimento das AuNPs, pode-se sugerir 
que o aumento da concentração de extracto favoreceu a nucleação em detrimento do 
crescimento de partículas. Sendo o crescimento das partículas condicionado tanto pela 
presença de compostos com potencial redutor, como pela cinética de reacção.[1] 
A detecção da banda 2 indica a presença de estruturas anisotrópicas, cuja forma pode dever-
se a um crescimento direccionado por constrições estereoquímicas, sugerindo a formação de 
um capping pelos compostos redutores. Este capping pode actuar também como estabilizador, 
impedindo a agregação ou precipitação das partículas em solução. 
Embora a formação de núcleos deva ocorrer preferencialmente devido à presença de 
compostos de forte potencial redutor no extracto, é possível que outros compostos redutores 
participem no crescimento da partícula. Considerando a possibilidade de a superfície da 
partícula reduzir a diferença de potencial entre os estados carregados e o estado neutro do 
metal, actuando como um autocatalisador no seu crescimento, é possível que o passo de 
crescimento possa envolver fitoquímicos de menor potencial redutor.[1] 
Também se pode considerar a possibilidade de crescimento por fusão de partículas, 
envolvendo possivelmente o capping. Contudo, o facto de não se ter observado um grande 
aumento no tamanho das AuNPs sugere que este mecanismo, caso ocorra, envolverá os 
pequenos núcleos presentes nos estadios iniciais da reacção. 
• Análise TEM-EDS 
Embora a análise dos espectros de UV-Vis-NIR permitam tirar algumas elações sobre a gama 
de tamanhos das partículas e a presença de estruturas anisotrópicas, a confirmação destes 
parâmetros requer a análise dos colóides por microscopia, nomeadamente TEM. 
Para determinar o efeito da concentração de extracto no tamanho médio e formas das 
AuNPs obtidas, recolheram-se imagens TEM após 24h para R 3.0, 6.0 e 10.0 e também após 90 
min para R 6.0. 
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3.2.2.2. Efeito do tempo de reacção: 
Como já discutido, com o decorrer da reacção, as maiores alterações verificaram-se no 
aumento da intensidade da banda 1 e na localização da banda 2. Para R 6.0, a reacção 
estabilizou espectrofotometricamente após apenas 50min com a banda 1 centrada a 530nm e 
a banda 2 a sensivelmente 700nm. Recolheram-se imagens TEM após 1h de reacção e após 
24h, representadas na Figura 34, de modo a verificar se a reacção continuou a evoluir embora 
os espectros de UV-Vis-NIR não apresentem variações. 
Após 1h de reacção, o colóide é constituído essencialmente por partículas esféricas com um 
diâmetro médio de sensivelmente 5 a 20nm e uma pequena fracção de partículas triangulares 
e hexagonais com tamanhos até 137nm. Os triângulos apresentam cantos cortados, o que 
causa um desvio para c.d.o. inferiores na banda 2.[1] 
Às 24h de reacção, as imagens de TEM demonstram uma evolução acentuada na reacção. 
Nomeadamente, as partículas de menores dimensões adquiriram formas mais bem definidas, 
entre elas triângulos, hexágonos, pentágonos, losangos e bastonetes. 
Mesmo após a estabilização da intensidade das bandas SPR, sugerindo que a concentração 
de núcleos permaneceu constante, a reacção continuou a evoluir observando-se um aumento 
no carácter anisotrópico das partículas. Estas observações não invalidam a estabilização do 
espectro de UV-Vis-NIR, pois embora se acentue o carácter anisotrópico das AuNPs, o seu 
diâmetro não variou significativamente. 
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Figura 34: Imagens TEM e respectivos histogramas de distribuição de diâmetro para colóides de AuNPs obtidos pela 
adição de extracto fervido de Erva de São Roberto a HAuCl4 na razão de concentração 
esquerda)e 24h (coluna direita) de reacção.
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3.2.2.3. Efeito de concentração de extracto 
As propriedades dos espectros de UV-Vis-NIR variaram não só ao longo da reacção, mas 
também com a concentração de extracto utilizada, como indicado na Figura 35.  
 
Figura 35: Espectros de UV-Vis-NIR para colóides de NPs obtidos utilizando extracto fervido de Erva de São Roberto 
e HAuCl4 nas razões de concentração R 3.0, 6.0 e 10.0 após 24h de reacção a 25°C. 
A localização e largura da banda 1 e banda 2 variaram consideravelmente. Com R 10.0, a 
banda 1 tornou-se mais alargada e deslocou-se para c.d.o. superiores, o que indica uma maior 
dispersão de tamanhos das AuNPs centrada a valores superiores que para R inferiores. Quanto 
à banda 2, com R 3.0 esta centra-se acima dos 900nm, indicando a presença de uma fracção 
considerável de AuNPs anisotrópicas de elevadas dimensões. Nas restantes concentrações, 
estas partículas, embora presentes, não devem atingir diâmetros tão elevados. Para recolher 
dados conclusivos de tamanhos e formas das AuNPs obtidas, recolheram-se imagens TEM para 
R 0.75, 3.0, 6.0 e 10.0 após 24h de reacção (Figura 36 a Figura 39). 
A concentração de extracto para R 0.75 não foi analisada para o efeito de concentração de 
extracto pois não foram detectadas quaisquer bandas SPR indicativas da presença de AuNPs 
em solução. Contudo, as imagens TEM permitiram observar estruturas de baixa densidade e 
formas esféricas e elipsóides na sua maioria entre 3 e 21nm de diâmetro (91% das AuNPs), e 
no máximo 35.6nm. A composição de uma destas estruturas foi analisada por EDS e 
confirmada a presença de Ouro, mas devido à baixa concentração ou pelo tamanho muito 
reduzido, poderão não ser detectadas por espectrofotometria de UV-Vis-NIR. 
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Figura 36: Imagens TEM e respectivos histogramas de distribuição de tamanhos e formas para colóide de AuNPs 
obtido pela a adição de HAuCl4 a extracto fervido de Erva de São Roberto na razão de concentração 
após 24h. 
 
Na Figura 37 estão representadas as imagens TEM para R 3.0. As partículas possuiram na sua
maioria diâmetros entre 17 e 40nm num intervalo de 3 a 185nm. 
Para os tamanhos superiores, 
presença de estruturas maioritariamente anisotrópicas e de tamanhos elevados é concordante 
com os dados recolhidos por visível, nos quais a banda 2 se centra a c.d.o. muito elevado e 
está claramente separada da banda 1.
Observando as imagens de TEM, verificou
elipsóides mais irregulares e densas, sugerindo tridimensionalidade, estruturas triangulares e 
esféricas planares e muito simétricas e também pentágonos que 
verticais, representando possivelmente tetraedros, tendo que serca de 50% da amostra 
apresentou as formas anisotrópicas. Com o aumento no tamanho nas partículas, notou
aumento das formas triangulares e elipsóides. A presença
no plano longitudinal (partículas planas e esféricas) também está em concordância com a 
banda 1, que se apresentou larga e pouco simétrica.
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Figura 37: Imagens TEM e respectivos histogramas de distribuição de tamanhos e formas para colóide de AuNPs 
obtido pela a adição de HAuCl4 a extracto fervido de Erva de São Roberto na razão de concentração 
após 24h. 
Na discussão do efeito da concentr
foram indicados dois possíveis mecanismos de crescimento de partículas: o de redução 
catalisada pela superfície da partícula e outro por fusão de pequenos núcleos. O segundo 
mecanismo parece estar presente na imagem de ampliação 200 000 vezes, onde se parece 
observar a agregação de partículas mais pequenas na formação do triângulo. Como já 
discutido para R 6.0 ao longo do tempo de reacção, os mecanismos não são mutuamente 
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exclusivos e o facto de não ter sido observado anteriormente pode depender da fase da 
reacção ou das condições redutoras do meio.
 
Na Figura 38 estão representadas as imagens de TEM para 
Figura 38: Imagens TEM e respectivos histogramas de distribuição de 
obtido pela a adição de HAuCl4 a extracto fervido de São Roberto na razão de concentração 
Após 24h, com R 6.0, obtiveram
também hexágonos e pentágonos entre os 7 e 50nm e apenas as estruturas triangulares 
apresentaram diâmetros superiores (até 115nm). Relativamente à concentração anterior de 
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extracto, observou-se um aumento na fracção de partículas de menores dimensões (entre 7 e 
30nm) de 50 para 75%, mas com uma maior distribuição de tamanhos dentro do intervalo. 
Com R 10.0 ( Figura 39) as partículas apresentaram-se muito mais monodispersas, quer em 
tamanho quer em forma, e com diâmetros médios inferiores (entre 10 e 20nm) e 
menoranisotropica (20% das AuNPs) do que as obtidas para concentrações inferiores de 
extracto. 
Estes resultados sugerem que elevadas concentrações de extracto favoreceram mecanismos 
de nucleação e não de fusão ou crescimento de partículas, uma vez que se formaram colóides 
de partículas muito mais pequenas e monodispersas mas ainda com diversas formas, 
maioritariamente esféricas, elipsóides e hexagonais. 
Com R 3.0 pode ter sido observado o crescimento pela fusão de pequenos núcleos. Este 
mecanismo só foi observado para o colóide de menor concentração e de reacção mais lenta e, 
possivelmente, ainda por concluir após 24h. Qualquer um destes factores pode ter favorecido 
o mecanismo, ou pode simplesmente não ter sido detectado nas restantes amostras. Para as 
concentrações superiores, a formação de precipitados forçou à sua dissolução por agitação 
intensa em vórtex e bursts de ultrassons. 
Com o aumento da concentração de extracto observou-se uma diminuição do tamanho 
médio das AuNPs, o aumento da fracção de partículas redondas e a redução da fracção de 
partículas anisotrópicas no extracto. 
A análise das imagens de TEM comprovaram às elações retiradas dos espectros de UV-Vis-
NIR permitem retirar elações importantes sobre os colóides, pois as deduções sobre variações 
relativas de tamanho e forma das partículas deduzidas das bandas SPR observadas, 
corresponderam às variações observadas por TEM. No entanto, o UV-Vis-NIR só permite 
comparar colóides obtidos nas mesmas condições e em termos relativos, nunca indicando um 
tamanho ou forma específicos. 
Também foi possível observar AuNPs em imagens TEM de colóides que não apresentaram 
bandas SPR detectáveis nos espectrofotómetros utilizados (R 0.75). 
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Figura 39: Imagens TEM e respectivos histogramas de distribuição de tamanhos e formas para colóide de AuNPs 
obtido pela a adição de HAuCl4 a extracto fervido de São Roberto na razão de concentração 
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3.2.2.4. Efeito da temperatura de reacção na síntese de AuNPs utilizando extracto de 
Erva de São Roberto 
De modo a determinar o efeito da temperatura na reacção de síntese de AuNPs, repetiram-
se os ensaios anteriormente realizados a 25°C, mas em banho termostatizado a 37°C durante 
toda a reacção e em banho a 95°C durante 5min. 
Os espectros de UV-Vis-NIR e imagens TEM recolhidas para R 3.0, 6.0 e 10.0 estão 
representados nas figuras seguintes. Para R 3.0, obtiveram-se os espectros representados na 
Figura 40 após 24h de reacção para 25 e 37°C e após 5min a 95°C. 
 
  
Figura 40: (A) Espectros de UV-Vis (400-1100nm) recolhidos após a adição de HAuCl4 a extracto de Erva de São 
Roberto numa razão de concentração R=3.0 a 25, 37°C após 24h de reacção e 95°C após 5 min. (B) Representação 
gráfica do comprimento de onda do pico de absorvência ao longo do tempo de reacção para as 3 temperaturas. 
A 25°C com R 3.0, detectou-se a banda 1 após 24h centrada a 535nm e a banda 2 a 940nm. 
Aumentando ligeiramente a temperatura para 37°C, as AuNPs formam-se às 7h com a banda 1 
a 548nm (Figura 40.B) e a banda 2 a c.d.o. superiores a 1000nm. Após 24h, a banda 1 
estabilizou a 552nm e, embora se observe absorvência no intervalo da banda 2, não se 
detectou nenhum pico de absorvência. Este comportamento da banda 2 sugere que após 
concluída a reacção, embora possam existir NPs anisotrópicas em solução, estas não se 
concentram numa gama de tamanhos específica. 
A 95°C, a reacção concluiu-se em apenas 5min e o espectro permaneceu inalterado após 
24h. A banda 1 centrou-se a 560nm e estende-se até aos 700nm, pelo que o colóide poderá 
apresentar uma maior dispersão de tamanhos. Acima dos 700nm, embora não se detecte um 
pico de absorvência definido, a intensidade da banda 2 vai decrescendo com o aumento do 
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c.d.o. Com o aumento intenso da temperatura, não só se conclui rapidamente a reacção, como 
as partículas anisotrópicas tenderam para diâmetros muito inferiores aos obtidos para o 25°C. 
Os espectros recolhidos após 24h com R 6.0 às 3 temperaturas estudadas estão indicados na 
Figura 41. 
 
  
Figura 41: (A) Espectros de UV-Vis (400-1100nm) recolhidos após a adição de HAuCl4 a extracto de Erva de São 
Roberto numa razão de concentração R=6.0 a 25, 37°C após 24h de reacção e 95°C após 5 min. (B) Representação 
gráfica do comprimento de onda do pico de absorvência ao longo do tempo de reacção para as 3 temperaturas. 
Com R 6.0, o aumento da temperatura não alterou a localização do máximo de absorvência 
da banda 1, centrada a sensivelmente 530nm, afectando apenas a sua intensidade e largura, 
que vão aumentando com a temperatura, sugerindo um aumento na fracção de partículas com 
diâmetro reduzido e um aumento na dispersão de tamanhos. 
O aumento para 37°C não alterou significativamente a velocidade de reacção, que demorou 
apenas 50min a 25°C. A banda 2, embora esteja centrada ao mesmo c.d.o. que o obtido a 25°C 
(700nm) e apresente o mesmo comportamento ao longo da reacção (dados não 
apresentados), revela uma maior intensidade de absorvência a 37°C, pelo que o aumento da 
temperatura pode ter favorecido o crescimento de estruturas anisotrópicas. 
Como já era esperado pelos resultados da concentração inferior de extracto, a velocidade de 
estabilização da reacção aumentou consideravelmente a 95°C. Nestas condições 
experimentais, não se detectou a banda 2. Recolheram-se imagens TEM para determinar a 
distribuição de tamanhos e se existem ou não partículas anisotrópicas que, ao existirem, 
deverão apresentar tamanhos reduzidos (Figura 42). 
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Figura 42: Imagens TEM e respectivos histogramas de distribuição de diâmetro para colóides de AuNPs obtidos pela 
adição de extracto fervido de Erva de São Roberto a HAuCl
reacção. 
Como esperado, observou-
30nm (85%) em relação ao observado a 25
anisotrópicas de grandes dimensões.  Considerando as formas presentes, a 95°C foram 
favorecidas as estruturas hexagonais e não as triangulares, como observado para 
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ainda presentes, concentram-se nos tamanhos inferiores pois não se observaram NPs de 
tamanhos superiores a 50nm. 
Com R 10.0, recolheram-se os espectros representados na Figura 43. A 25°C, a reacção 
estabilizou em apenas 10min, pelo que um aumento da velocidade não seria uma grande 
vantagem com o aumento da temperatura. Quanto à banda 1, observa-se um deslocamento 
de 540nm para 530nm com o aumento de 25°C para 37°C. No entanto, não se observou uma 
dependência da temperatura pois a 95°C, a banda centra-se de novo a 540nm.No entanto, 
observaram-se variações na localização e intensidade da banda 2, o que sugere alterações no 
tamanho e quantidade de partículas anisotrópicas no colóide.  
 
  
Figura 43: (A) Espectros de UV-Vis (400-1100nm) recolhidos após a adição de HAuCl4 a extracto de Erva de São 
Roberto numa razão de concentração R=10.0 a 25, 37°C após 27h de reacção e 95°C após 5 min. (B) Representação 
gráfica do comprimento de onda do pico de absorvência ao longo do tempo de reacção para as 3 temperaturas. 
A 25°C observou-se que a banda 2 estava centrada pouco acima dos 700nm e, embora a 
localização da banda tenha sido sensível ao aumento da temperatura nos R inferiores, não se 
alterou a 37°C. No entanto, com o aumento da temperatura para 95°C, a banda 2 deslocou-se 
para 600nm e aumentou significativamente de intensidade. 
Os espectros de UV-Vis-NIR sugerem que o aumento da temperatura para 37°C permitiu 
obter NPs com um tamanho médio inferior mas semelhante ao obtido a 25°C e o aumento 
para 95°C permitiu obter uma fracção elevada de partículas anisotrópicas e de tamanho 
inferior às temperaturas inferiores. As formas e tamanhos para as 3 temperaturas foram 
analisados por TEM, as imagens estão representadas na Figura 39 e Figura 44. 
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Figura 44: Imagens TEM e respectivos histogramas de distribuição de diâmetro para colóides de AuNPs obtidos pela 
adição de extracto fervido de Erva de São Roberto a HAuCl
(coluna esquerda) e a 95°C após 5min de reacção (coluna direita).
Quando a reacção decorreu a 37
10 e 50nm associada ao desaparecimento dasgrandes estruturas anisotrópicas. A percentagem 
de partículas anisotrópicas manteve
hexagonais de pequenas dimensões (inferiores a 15nm).
Embora o intervalo de tamanhos tenha diminuido, o tamanho médio das partículas foi 
aumentando com o aumento da temperatura, como se pode o
diâmetros inferiores a 30nm de 90 para 85 e 73%, correspondendo a 25, 37 e 95°C.
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Em ambos os casos, as conclusões retiradas das imagens de TEM estão de acordo com o 
esperado pelos dados de espectrofotometria de UV-Vis-NIR. 
Com o aumento da temperatura da reacção foi possível obter colóides de NPs com tamanho 
médio superior e aumentar a fracção de partículas anisotrópicas de pequenas dimensões, 
semelhante ao efeito observado pelo aumento da concentração de extracto.  
 
3.2.2.5. Efeito da ausência de luz na síntese de AuNPs utilizando extracto de Erva de 
São Roberto 
Estudos anteriores descrevem que a síntese de AuNPs pode ser iniciada por radiação UV[26], 
e, tendo em conta as variações observadas durante os ensaios com extracto de Lúcia-lima, 
decidiu-se determinar qual o efeito da exposição à luz na reacção de síntese das AuNPs. Para 
tal, repetiu-se o ensaio com extracto de Erva de São Roberto a R 10.0 e a 25°C, mas 
protegendo o tubo de ensaio da luz. Recolheram-se espectros de UV-Vis-NIR ao longo do 
tempo de reacção até esta estabilizar. 
Os espectros recolhidos após 24h estão representados na Figura 45.A e a evolução da 
reacção ao longo do tempo, representado pelo valor do comprimento de onda de absorvência 
máxima (banda 1), está ilustrada na Figura 45.B. 
  
Figura 45: (A) Espectros de UV-Vis-NIR (400-1100nm) recolhidos após a adição de HauCl4 a extracto fervido de Erva 
de São Roberto na razão R 10.0 a 25°C e (B) Representação gráfica do c.d.o. do máximo de absorvência da banda 1 
ao longo do tempo de reacção. A reacção exposta à luz está representada pela linha preto e na ausência de luz com 
a linha cinzento. 
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Independentemente da presença/ausência de luz, os tempos de indução e estabilização da 
reacção mantiveram-se a 10min, o que indica que a exposição à luz não afecta 
significativamente o mecanismo de nucleação das AuNPs. 
No entanto, a localização das bandas SPR variou consideravelmente. A banda 1 deslocou-se 
de 540nm (com luz) para 530nm (em escuridão), indicando a redução do tamanho médio das 
partículas. Com exposição à luz, a banda 2 não apresentou um máximo definido nem qualquer 
absorvência acima dos 1100nm. Na ausência de luz, esta banda situou-se entre os 700 e acima 
dos 1100nm com um máximo de absorvência a 845nm. Estas observações sugerem que a 
ausência de luz favoreceu o crescimento de partículas anisotrópicas de grandes dimensões 
(banda 2) assim como uma redução do diâmetro transversal médio (banda 1) 
 
3.2.3. Caracterização das AuNPs obtidas com Extracto de Erva de São Roberto 
3.2.3.1. Análise XRD 
A análise por difreacção de Raios-X permite confirmar a presença de estruturas cristalinas 
pela detecção de picos de Bragg a ângulos pré-definidos para cada material. Dada a presença 
de cristais, a intensidade relativa e largura a meia intensidade dos picos relacionam-se 
respectivamente com o grau de organização estrutural e tamanho dos cristais. 
Recolheram-se espectros XRD para AuNPs obtidas com extracto fervido de Erva São Roberto 
com R 3.0 e 10.0 após 24h de reacção a 25°C, representados na Figura 46, de modo a 
determinar as propriedades cristalinas das AuNPs e relacioná-las com o aumento da 
concentração de extracto, i.e., agente redutor na reacção. 
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Figura 46: Espectros de XRD obtidos para o extracto de Erva de São Roberto (linha cinzenta) e colóides de NPs 
obtidos pela adição de HAuCl4 a extracto fervido de Erva de São Roberto nas razões de concentração R 3.0 (linha 
vermelha) e 10.0 (linha laranja) a 25°C após 24h. No canto superior direito apresenta-se uma ampliação da escala 
do número de contagens para uma melhor comparação entre os espectros. 
Os difractogramas de XRD recolhidos apresentaram variações consideráveis no número, 
intensidade e largura a meia altura dos picos entre as duas amostras. Na Tabela 11, estão 
indicados os parâmetros cristalográficos tabelados para o ouro policristalino juntamente com 
os valores obtidos experimentalmente. 
Tabela 11: Valores de d-value (Å), ângulo de difracção (°2θ), intensidade relativa (%) e plano de difracção (hkl) 
correspondentes listados como padrão para o Ouro. Valores de d-value obtidos para as amostras de NPs obtidas 
com extracto fervido de Erva São Roberto (SR1) com R 3.0 e 10.0 a 25°C após 24h. 
Ângulo 
/°2θ 
d-value 
/Å 
Int. rel. 
/% 
hkl 
R=3.0 R=10.0 
d-value 
/Å 
Int. rel. 
/% 
Largura de 
pico /°2θ 
d-value 
/Å 
Int. rel. 
/% 
Largura de 
pico /°2θ 
38.18362 2.3550 100 111 2.3535 100.0 0.160 2.3559 100.0 0.640 
44.39166 2.0390 52 200 2.0400 4.0 0.120    
64.57593 1.4420 32 220 1.4416 1.6 0.240    
77.54709 1.2300 36 311 1.2283 1.8 0.200    
Os valores de d-value e ângulos aos quais foram detectados os picos confirmam que se 
tratam de picos de Bragg de ouro, confirmando a presença de cristais de ouro. Com R 3.0, 
detectaram-se os picos de Bragg associados aos planos (111), (200), (220) e (311), o que indica 
que foram sintetizadas AuNPs policristalinas. As intensidades relativas dos picos são muito 
inferiores ao tabelado e, com o aumento da concentração de extracto, detectou-se apenas o 
pico (111), o que indica que existe um crescimento preferencial segundo o plano (111). Com o 
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aumento da concentração de extracto, observou
meia altura do pico, a qual é inversamente propo
concluiu-se que com o aumento da concentração, a amostra tornou
cristais diminuíram de tamanho.
Estas observações são congruentes com as conclusões retiradas pelos espectros UV
imagens TEM (Figura 47), nos quais se observou um deslocamento do c.d.o. de absorvência
máxima da banda 2 para valores inferiores acompanhado do desaparecimento de grandes 
estruturas regulares e geometricamente def
extracto. 
Figura 47: Espectros de UV-Vis-NIR e imagens TEM (ampliação 60 mil vezes) para colóides de NPs obtidos pela 
adição de HAuCl4 a extracto fervido de Erva de São Roberto nas razões de concentração 
(linha cinzenta) a 25°C após 24h. 
3.2.3.2. Análise HPLC 
Analisou-se o sobrenadante da solução coloidal após 24h de reacção por HPLC para 
determinar quais os compostos presentes no extracto responsáveis pela da redução dos iões 
ouro e pela formação do capping 
fervido de Erva de São Roberto inicial e do sobrenadante após a reacção de síntese com 
estão representados na Figura 
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-se um aumento significativo da largura a 
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Figura 48: Cromatogramas do extracto fervido de Erva de São Roberto antes (linha preta) e depois (linha cinzenta) 
da síntese das nanopartículas (24h de reacção) pela adição de HAuCl4 na razão de concentração R 10.0. 
Após a síntese das AuNPs, desapareceram todos os picos associados aos compostos do 
extracto, o que sugere que, independentemente do seu potencial de redução, o ácido sinápico 
glucoronizado, quercitrina, ácido gálico, cianidina e ácido elágico, participaram na síntese e/ou 
formaram um capping estabilizador permanecendo fortemente ligados às nanoestruturas, tal 
como observado para o extracto de Lúcia-lima. 
Com o extracto de Lúcia-lima, observaram-se resultados semelhantes após a conclusão da 
reacção e ainda a detecção de novos picos no tempo de indução, sugerindo a potencial 
formação de novos compostos. 
Não se repetiu este tipo de resultado para o extracto de Erva de São Roberto pois a reacção 
é muito mais rápida, demorando minutos em vez de várias horas. 
3.2.3.3. Análise FTIR 
O extracto de Erva de São Roberto é constituído essencialmente por ácido sinápico 
glucoronizado, quercitrina, ácido gálico, ácido elágico e cianidina. Estes compostos são 
essencialmente constituídos por grupos benzénicos com substituintes fenólicos, carbonilo, 
éter e éster. O ácido sinápico glucoronizado apresenta ainda álcoois secundários e aldeído e 
também ácido carboxílico juntamente com ácido gálico. 
Com o objectivo de obter informação sobre possíveis alterações químicas ocorridas nos 
grupos funcionais dos componentes do extracto potencialmente envolvidos na redução dos 
iões ouro e responsáveis pelo capping das nanopartículas procedeu-se à análise por FTIR do 
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extracto de Erva de S. Roberto e da suspensão de AuNPs obtidas por ressuspensão do pellet 
em água bidestilada após centrifugação do colóide. 
Os espectros recolhidos para o extracto e para a suspensão de AUNPs estão representados 
na Figura 23: Espectros de UV-Visível (400-1100nm) recolhidos após a adição de HauCl4 
(0.05mM) a extracto de Lúcia-lima com R 6.0 a 25°C (A) com exposição à luz e (B) sem qualquer 
exposição à luz. (C) Representação gráfica do c.d.o. do pico ao longo do tempo de reacção 
indicando o valor após 24h de reacção.Figura 21. Com linha a preto representa –se o espectro 
correspondente ao extracto  e a linha a cinzento corresponde ao espectro da suspensão 
coloidal. Os espectros foram recolhidos na gama de 2600 a 650 cm -1, tendo em conta que as 
frequências associadas aos grupos funcionais em estudo (compostos identificados por HPLC- 
MS) estão neste intervalo. 
 
 
Figura 49: Espectros de FTIR-ATR recolhidos (4000 a 650cm-1) para o extracto de Erva de São Roberto inicial (linha 
preta) e das AuNPs após 24h de síntese com R 10.0 a 25°C (linha cinzenta) (resolução 2cm-1 com 128 scans para a 
amostra e 98 scans para o background).  
Tal como esperado pela estrutura química dos componentes do extracto foram observadas 
bandas de transmitância FTIR correspondendo à presença de grupos carbonilo, álcool, esteres 
e anéis aromáticos. Foram visualizadas 6 bandas, que podem conter mais do que um pico.  
A banda 1, ocorre a 1708 cm-1 e indica a presença de grupos carbonilo, (stretch da ligação 
)[4],[7]e[20]. Verifica-se o aparecimento da banda 2 a 1597 cm-1, que poderá corresponder ao 
stretch no anel aromático das ligações C-C, o que está de acordo com a presença de compostos 
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com anéis aromáticos. A presença de grupos éster e álcool (stretch da ligação C-O) é 
corroborada pelo presença das bandas 3, 4 e 5, entre 1300 e 1000cm-1.  
O espectro obtido para o colóide de AuNPs  representado com linha a vermelho   mostrou 
variações significativas relativamente ao espectro do extracto inicial. Nomeadamente, o 
desaparecimento das bandas 1 e 2, e verifica-se o aparecimento de uma nova banda a 1636 
cm-1 (pico A) que poderá ser atribuída tanto a grupos carbonilos como às ligações C-C nos anéis 
aromáticos.  A presença de carbonilos α-β insaturados poderá ser proveniente da oxidação de 
grupos C-O de polióis inseridos nas bandas 4 e 5 (picos entre 1260 e 1050cm-1) (4,19) 
possivelmente responsáveis pela redução do ião ouro/ formação da partícula/ estabilização do 
capping. Estas observações são concordantes com os mecanismos propostos por Kasthuri et. al 
(2009)[20]e por Begum et. al (2009)[37]. Também se observou a redução de bandas atribuídas a 
grupos OH, de álcoois e ácidos carboxílicos, e grupos éster (bandas 3-5). Estas observações 
sugerem estes compostos estabilizam as AuNPs formadas. Sendo que a síntese das NPs poderá 
ter envolvido a oxidação de grupos álcool, que se oxidam facilmente a quinonas, ácido 
carboxílico ou éster a grupos carbonilo[4][8],[9]. 
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3.3.  APLI C AÇÕES  BIOL ÓGI C AS  D AS AUNPS  
3.3.1. Potencial redutor 
O potencial redutor das nanopartículas quando comparado com o do extracto puro poderá 
indicar se as propriedades antioxidantes dos extractos destas plantas são mantidas, após a 
biosintese das NPs. 
O potencial redutor foi determinado pelo método DPPH e as percentagens calculadas para 
ambos os extractos estão indicadas na Figura 50. 
 
Figura 50: Representação gráfica da percentagem de DPPH reduzido por extracto de Lúcia-lima (em cima) e São 
Roberto (em baixo) a diferentes concentrações. Valores recolhidos para os extractos, para as Nanopartículas em 
água bidestilada e para o sobrenadante com 72% da inibição do extracto inicial para Lúcia-lima e 55% para São 
Roberto. 
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Os extractos de Lúcia-lima e Erva de São Roberto apresentaram um máximo de 30% de 
redução com 2.9mg/ml e 2.3mg/ml, respectivamente. Após a síntese das AuNPs, centrifugou-
se a amostra e analisou-se o sobrenadante e pellet obtido. Com o sobrenadante obteve-se 
apenas 72 e 55% do potencial de redução do extracto inicial, para a Lúcia-lima e Erva de São 
Roberto, respectivamente. 
As AuNPs (pellet) não apresentaram qualquer redução do DPPH. Embora os compostos 
redutores dos extractos participem na redução e estabilização das AuNPs, como indicado pelos 
resultados recolhidos por HPLC e FTIR, os seus grupos funcionais deixaram de apresentar 
potencial redutor. 
3.3.2. Inibição enzimática da acetilcolinesterase 
Estudou-se a inibição enzimática da acetilcolinesterase pelos extractos de Lúcia-lima e Erva 
de São Roberto e pelos colóides de AuNPs obtidos a partir de diferentes concentrações dos 
mesmos, pois obtêm-se nanopartículas de formas e tamanhos diferentes (como já 
determinada por TEM). Para calcular as concentrações de 30% ou 50% de inibição, IC30 ou IC50, 
calcularam-se os valores de inibição para diferentes concentrações de compostos. 
Os valores de inibição enzimática e IC30 calculados para o extracto fervido 1 de Lúcia-lima e 
AuNPs sintentizadas com R 6.0, 10.0 e 20.0 estão representados na Figura 51. 
 
Figura 51: Representação gráfica dos valores obtidos para a percentagem de inibição do enzima Acetilcolinesterase 
e respectivos IC30 calculados a partir do ajuste linear aos pontos para o extracto (7.1mg/ml), NPs obtidas com R 6.0 
(7.1mg/ml), R 10.0 (9.7g/ml) e R 20.0 (28.0mg/ml). 
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O extracto de Lúcia-lima apresentou um IC30 de 7.1mg/ml e um IC50 de 12.1mg/ml. Com as 
AuNPs, não se conseguiram valores tão elevados de inibição enzimática, pelo que se 
calcularam os valores de IC30 de 7.1, 9.7 e 28.0mg/ml para AuNPs sintetizadas com R 6.0, 10.0 
e 20.0, respectivamente. 
O extracto de Lúcia-lima apresentou valores de inibição da AChE superiores aos das AuNPs. A 
inibição pelas AuNPs foi mais eficiente com o colóide obtido com concentração inferior de 
extracto (R 6.0). O colóide obtido com R 6.0 difere do R 10.0 e R 20.0 de essencialmente por 
possuir uma maior fracção de partículas anisotrópicas (50% para R 6.0 em vez de 15 e 30% 
para R 10.0 e 20.0), particularmente as de grandes dimensões. 
Na Figura 52 estão representados os valores de inibição enzimática e IC30 calculados para o 
extracto fervido de Erva de São Roberto e AuNPs sintentizadas com R 3.0, 6.0 e 10.0. 
 
Figura 52: Representação gráfica dos valores obtidos para a percentagem de inibição do enzima Acetilcolinesterase 
e respectivos IC30 calculados a partir do ajuste linear aos pontos para o extracto (4.7mg/ml), NPs obtidas com R 3.0 
(inibição muito baixa e não-linear), R 6.0 (6.3mg/ml) e R 10.0 (13.0mg/ml). 
Para o extracto fresco de São Roberto atingiu-se um máximo de 30% de inibição a 4.7mg/ml. 
Utilizando os colóides de NPs ressuspensos em água bidestilada, apenas se conseguiu uma 
relação linear entre a concentração de AuNPs e a inibição com colóides obtidos com R 6.0 e 
R 10. Tal como para as AuNPs obtidas a partir de extracto de Lúcia-lima, os valores de IC30 
foram sempre inferiores ao do extracto e dependentes das características das NPs. 
A inibição da AChE foi mais eficiente com AuNPs sintetizadas com R 6.0, as quais 
apresentaram diâmetros superiores e uma maior fracção de partículas anisotrópicas. 
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Para ambos os extractos, as AuNPs não apresentaram maior potencial inibitório da AChE que 
os respectivos extractos. Contudo, colóides contendo uma maior fracção de partículas 
anisotrópicas de maiores de dimensões foram mais eficientes na inibição enzimática. Vários 
autores relacionaram o maior potencial reactivo das AuNPs anisotrópicas com o facto de os 
seus vértices permitirem estereoquimicamente a ligação de mais compostos de capping.[5],[25] 
3.3.3.  Citotoxicidade em linhas celulares (células HeLa) 
O estudo de uma aplicação biológica das AuNPs requer a determinação da sua citotoxicidade 
no organismo. No presente trabalho, a citotoxicidade foi determinada utilizando o método 
MTT com células HeLa. Os valores de citotoxicidade para HAuCl4, extracto de Lúcia-lima e de 
Erva de São Roberto e nanopartículas estão representados na Figura 53. 
 
 
Figura 53: Valores de citotoxicidade determinados pelo ensaio de MTT em células HeLa após a adição de HAuCl4 
(linha azul), extracto de Lúcia-lima e Erva de São Roberto (linha vermelha) e de AuNPs obtidas a partir de cada 
extracto (linha laranja) 
 
Nas células HeLa, a presença de extracto de Lúcia-lima ou de Erva de São Roberto e da 
solução coloidal não produziu qualquer citotoxicidade. Apenas o ião ouro causou a morte de 
50% da população HeLa com apenas 75.3 μM de AuCl4
- no meio. Estes resultados são 
concordantes com estudos previamente publicados.[32] 
  
y = -0,6865x + 101,67
R² = 0,9821
IC50 = 75,3 uM HAuCl4
0
20
40
60
80
100
120
140
0 100 200 300 400 500 600
%
 S
o
b
re
vi
vê
n
ci
a 
H
eL
a
[Au] /μM
[LL] /ug/ml
Au
LL
AuNP(LL)
y = -0,6865x + 101,67
R² = 0,9821
IC50 = 75,3 uM HAuCl4
0
20
40
60
80
100
120
0 100 200 300 400 500 600
%
 S
o
b
re
vi
vê
n
ci
a 
H
eL
a
[Au] /μM
[SR] /ug/ml
Au
SR
AuNP(SR)
Biossíntese, caracterização e citotoxicidade de Nanopartículas de Ouro obtidas a partir de extractos de Plantas 
Pág. 101 
3.4.  REFERÊ NCI AS  BI BLIO G R ÁFIC AS  D OS RES UL TADOS E  DIS CUSS ÃO  
[1]. Eustis S, El-Sayed MA (2006) “Why gold nanoparticles are more precious than pretty gold: Noble metal surface 
Plasmon resonance and its enhancement of the radiative and nonradiative properties of nanocrystals of 
different shapes”, Chem. Soc. Rev., 35, 209-217. 
[2]. Shankar SS, Rai A, Ahmad A, Sastry M (2004) “Rapid synthesis of Au, Ag and bimetallic Au core-Ag shell 
nanoparticles using Neem (Azadirachta indica) leaf broth”, Journal of Colloid and Interface Science, 275, 496-
502. 
[3]. Shankar SS, Rai A, Ahmad A, Sastry M (2005) “Controlling the Optical Properties of Lemongrass Extract 
Synthesized Gold Nanotriangles and Potential Applications in Infrared-Absorbing Optical Coatings”, Chem. 
Mater, 17, 566-572. 
[4]. Chandran SP, Chaudhary M, Pasricha R, Ahmad A, Sastry M (2006) “Synthesis of Gold Nanotriangles and Silver 
Nanoparticles Using Aloe vera Plant Extract”, Biotechnol. Prog., 22, 577-583. 
[5]. Narayanan KB, Sakthivel N (2008) “Coriander leaf mediated biosynthesis of gold nanoparticles”, Material 
Letters, 62, 4588-4590. 
[6]. Vilchis-Nestor AR, Sánchez-Mendieta V, Camacho-López MA, Gómez-Espinosa RM, Camacho-López MA, 
Arenas-Alatorre JA (2008) “Solventless synthesis and optical properties of Au and Ag nanoparticles using 
Camellia sinensis extract”,  Materials Letters, 62, 3103–3105. 
[7]. Smitha SL, Philip D, Gopchandran KG (2009) “Green synthesis of gold nanoparticles using Cinnamomum 
zeylanicum leaf broth”, Spectrochimica Acta Part A, 74, 735-739. 
[8]. Song JY, Jang H-K, Kim BS (2009) “Biological synthesis of gold nanoparticles using Magnolia kobus and 
Dyopyrus kaki leaf extracts”, Process Biochemistry, 44, 1133-1138. 
[9]. Cruz D, Falé PL, Mourato A, Vaz PD, Serralheiro ML, Lino AR (2010) “Preparation and physicochemical 
characterization of Ag nanoparticles biosynthesized by Lippia citriodora (Lemon Verbena)”, Colloids and 
Surfaces B: Biointerfaces, 81, 67–73. 
[10]. Nune SK, Chanda N, Shukla Rm Katti K, Kulkarni RR, Thilakavathy S, Mekapothula S, Kannan R, Katti KV (2009) 
“Green nanotechnology from tea: phytochemicals in tea as building blocks for production of biocompatible 
gold nanoparticles”, Journals of Materials Chemistry, 19, 2912-2920. 
[11]. Valentão P, Andrade PB, Areias F, Ferreres F, Seabra RM (1999) “Analysis of Verveine flavonoids by 
HPLC/Dyode Array Detector method. Its application to quality control”, J. Agric. Food Chem, 47, 4579-4582. 
[12]. Bilia AR, Giomi R, Innocenti M, Gallori S, Vincieri FF (2008) “HPLC–DAD–ESI–MS analysis of the constituents of 
aqueous preparations of verbena and lemon verbena and evaluation of the antioxidant activity”, Journal of 
Pharmaceutical and Biomedical Analysis, 46, 463–470. 
[13]. Huff TB, Tong L, Zhao Y, Hansen MN, Cheng JX, Wei A (2007) “Hyperthermic effects of gold nanorods on tumor 
cells.”, Nanomedicine-UK, 2(1), 125-132. 
[14]. Silman I, Sussman JL (2005) “Acetylcholinesterase: ‘classical’ and ‘non-classical’ functions and pharmacology”, 
Current Opinion in Pharmacology, 5, 293-302.  
[15]. Cruz D (2010) “Biosíntese e Caracterização de Nanopartículas metálicas” Dissertação de estágio de Mestrado 
em Bioquímica, Departamento de Química e Bioquímica da Faculdade de Ciências da Universidade de Lisboa 
[16]. Newall CA, Anderson LA, Philipson JD (1996) “Herbal Medicines: A Guide for Health-Care Professionals”, 
Phytochemistry, 43(1), 317-318 
[17]. Amaral S, Mira L, Nogueira JMF, da Silva AP, Florêncio MH (2009) “Plant extracts with anti-inflammatory 
properties – A new approach for characterization of their bioactive compounds and establishment of 
structure-antioxidant activity relationships”, Bioorganic & Medicinal Chemistry, 17, 1876-1883. 
[18]. Quirantes-Piné R, Funes L, Micol V, Segura-Carretero A, Fernández-Gutiérrez A (2009) “High-performance 
liquid chromatography with diode array detection coupled to electrospray time-of-flight and ion-trap tandem 
mass spectrometry to identify phenolic compounds from a lemon verbena extract”, J. Chromatogr. A, 1216, 
5391. 
[19]. El-Hela A, Abdullah A (2010) “Antioxidant and Antimicrobial Activities of Methanol Extracts of some Verbena 
Species: In Vitro Evaluation of Antioxidant and Antimicrobial Activity in Relation to Polyphenolic Content”, 
Journal of Applied Sciences Research, 6-6, 683-689. 
[20]. Kasthuri J, Veerapandian S, Rajendiran N (2009) “Biological synthesis of silver and gold nanoparticles using 
apiin as reducing agent”, Colloids and Surfaces B: Biointerfaces, 68, 55-60. 
[21]. Mulvaney P (1996) “Surface Plasmon Spectroscopy of Nanosized Metal Particles”, Langmuir, 12, 788-800. 
[22]. Wang L, Chen X, Zhan J, Chai Y, Yang C, Xu L, Zhuan W, Jing B (2005) “Synthesis of gold nano- and microplates 
in hexagonal liquid crystals”, J. Phys. Chem. B, 109, 3189-3194. 
[23]. Argyropoulou C, Daferera D, Tarantilis PA, Fasseas C, Polissiou M (2007) “Chemical composition of the 
essential oil from leaves of Lippia citriodora H.B.K. (Verbenaceae) at two developmental stages”, Biochemical 
Systematics and Ecology, 35, 831-837. 
Biossíntese, caracterização e citotoxicidade de Nanopartículas de Ouro obtidas a partir de extractos de Plantas 
Pág. 102 
[24]. O’Neal DP, Hirsch LR, Halas NJ, Payne JD, West JL (2004) “Photo-thermal tumor ablation in mice using near 
infrared-absorbing nanoparticles”, Cancer Letters 209, 171–176. 
[25]. El-Sayed IH, Huang X, El-Sayed MA (2006) “Selective laser photo-thermal therapy of epithelial carcinoma using 
anti-EGFR antibody conjugated gold nanoparticles” Cancer Letters  239, 129–135. 
[26]. Alexandrov A, Smirnova L, Yakimovich N, Sapogova N, Soustov L, Kirsanov A, Bityurin N (2005) "UV-initiated 
growth of gold nanoparticles in PMMA matrix”, Applied Surface Science, 248 1-4, 30, 181-184. 
[27]. Chen MS, Goodman DW (2004) “The Structure of Catalytically Active Gold on Titania”, Science, 306(5694), 
252–255. 
[28]. Valden M, Lai X, Goodman DW (1998) “Onset of Catalytic Activity of Gold Clusters on Titania with the 
Appearance of Nonmetallic Properties”, Science, 281(5383), 1647-165. 
[29]. Chithrani BD, Ghazani AA, Cham WCW (2006) “Deter mining the Size and Shape Dependence of Gold 
Nanoparticle Uptake into Mammalian Cells”, Nano Letters, 6-4, 662-668. 
[30]. El-Hela A, Abdullah A (2010) “Antioxidant and Antimicrobial Activities of Methanol Extracts of some Verbena 
Species: In Vitro Evaluation of Antioxidant and Antimicrobial Activity in Relation to Polyphenolic Content”, 
Journal of Applied Sciences Research, 6-6, 683-689. 
[31]. Mira L, Fernandez MT, Santos M, Rocha R, Florêncio MH, Jennings KR (2002) “Interactions of flavonoids with 
iron and copper ions: a mechanism for their antioxidant activity”, Free Radic Res, 36(11):1199-208. 
[32]. Connor EE, Mwamuka J, Gole A, Murphy CJ, Wyatt MD (2005) “Gold Nanoparticles Are Taken Up by Human 
Cells but Do Not Cause Acute Cytotoxicity”, Small, 1 (3), 325 – 327. 
[33]. Fodorea CS, Vlase L, Suciu S, Tamas M, Leucuta SE Bersan L (2004) Univers. Anal. of Med. Sci. Pharm., 2, 70. 
[34]. Kobakhidze KB, Alaniya MD (2004) “Flavonoids from Geranium robertianum”, Chem. of Nat. Comp., 40, 89. 
[35]. Niederberger M, Cölfen H (2006) “Oriented attachement and mesocrystals: Non-classical crystallization 
mechanisms based on nanoparticle assembly”, Phys. Chem. Chem. Phys., 8, 3271-3287. 
[36]. Egorova EM, Revina AA (2007) “Synthesis of metallic nanoparticles in reverse micelles in the presence of 
quercetin”, Colloids and Surfaces A: Physicochemical and Engineering Aspects, 168, 87–96. 
[37]. Begum NA, Mondal S, Basu S, Laskar RA, Mandal D(2009) “Biogenic synthesis of Au and Ag nanoparticles using 
aqueous solutions of Black Tea leaf extracts”, Colloids and Surfaces B, 71(1), 113-118. 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
CAPÍTULO 4 
 
CONCLUSÕES 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Biossíntese, caracterização e citotoxicidade de Nanopartículas de Ouro obtidas a partir de extractos de Plantas 
Pág. 103 
4.   CONCLUSÕES 
A identificação dos compostos dos picos separados por HPLC indicou a presença luteolina-7-
O-diglucorónido, verbascósido, crisoeriol-7-O-diglucorónido e isoverbascósido, para o extracto 
de Lúcia-lima e de ácido sinápico glucoronizado, quercitrina, ácido gálico, ácido elágico e 
cianidina para o extracto de Erva de São Roberto. No caso dos extractos de Lúcia-lima e de 
Erva de São Roberto, verificou-se que o método de extracção (fervido e agitado) influencia a 
concentração dos compostos presentes nomeadamente, por fervura a concentração do 
isoverbascósido e do ácido gálico, respectivamente, é significativamente superior à obtida no 
extracto agitado.  
Aplicando ambos os extractos à síntese de AuNPs, determinou-se que a variação na 
composição fitoquímica dos extractos afectou consideravelmente a velocidade de indução e 
formação de AuNPs, sendo que o fervido foi mais eficaz. Concluiu-se então que o 
isoverbascósido e o ácido gálico têm um papel relevante na síntese das NPs, principalmente no 
processo de nucleação.  
Os restantes compostos presentes em ambos os extractos, não devem estar envolvidos no 
processo de síntese de novos núcleos de AuNPs, embora possam participar no crescimento das 
AuNPs formadas, uma vez que a análise por HPLC do sobrenadante após biosíntese, revelou a 
ausência de todos os picos anteriormente existentes. Estes resultados foram confirmados por 
FTIR, através da análise das AuNPs formadas. Verificou-se a presença de picos 
correspondentes a compostos presentes no extracto (essencialmente grupos álcool, carbonilo 
e aromático) pelo que os fitoquímicos permaneceram ligados às AuNPs formando um capping 
estabilizador. O aumento na intensidade do pico correspondente a grupos carbonilo e a 
redução nos sinais correspondentes a grupos álcool, éster e aromático sugerem a oxidação 
destes grupos a carbonilo e/ou a sua ligação à superfície da partículas durante a redução dos 
iões ouro a AuNPs. 
Do estudo do efeito da concentração de extracto, i.e., dos agentes redutores, na síntese das 
nanopartículas de ouro, verificou-se que com o seu aumento, o tempo de indução e de 
estabilização da reacção diminui, e ocorre a formação de AuNPs de diferentes tamanhos e 
formas (esféricas e anisotrópicas). De facto, verificou-se que ocorre a síntese de AuNPs com 
tamanhos médios entre 5 e 50 nm, e à medida que a concentração do extracto de Lúcia -lima 
aumenta o tamanho das partículas diminui, no entanto com o extracto de Erva de São Roberto 
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o tamanho médio manteve-se constante. A formação de partículas anisotrópicas, triângulos, 
hexágonos e pentágonos, também foi evidenciada por espectroscopia de UV-vis-NIR e TEM. 
Esta fracção anisotrópica foi afectada de modo diferente consoante a concentração do 
extracto. No caso do extracto de Lúcia – Lima o seu tamanho aumentou com a concentração 
do extracto, no entanto no extracto de Erva de São Roberto a tendência foi inversa. As 
partículas poli- e monocristalinas com crescimento preferencial (111) foram sintetisadas 
através da reacção do extracto de Lucia-Lima e de Erva de São Roberto, respectivamente. 
Aumentando a temperatura de 25 para 95ºC observou-se um aumento na velocidade de 
reacção e uma diminuição na dispersão de tamanhos tanto das partículas esféricas como nas 
anisotrópicas, para ambos os extractos. Pelo que o aumento da temperatura favoreceu os 
mecanismos de nucleação em detrimento do crescimento de núcleos existentes.  
Em geral, verificou-se que o extracto da Erva de São Roberto é mais eficiente na síntese de 
AuNPs estáveis, para além de que permite um melhor controlo do tamanho das partículas 
formadas. 
 O potencial redutor, a citotoxicidade e a capacidade de inibir a actividade do enzima 
ACHE, foram avaliadas. Verificou-se uma diminuição significativa do potencial redutor das 
AuNPs relativamente aos extractos, como esperado, uma vez que os compostos antioxidantes 
presentes no extracto poderão ter promovido a redução dos iões ouro ou então estarão a 
envolver as NPs. Os ensaios de citotoxicidade mostram que os extractos de plantas e NPs 
sintetizadas não são tóxicas para as células, ao contrário dos iões ouro. Por último, a inibição 
da ACHE foi mais eficiente para colóides contendo uma maior fracção de partículas 
anisotrópicas, o que pode estar relacionado com a estereoquímica da partícula, pois os 
vértices destas partículas são mais reactivos e portanto deverão conter um maior número de 
compostos.  
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5.   ANEXOS 
5. 1 .   ANEXO  1 
No anexo 1 estão incluídos os espectros de UV-Visível recolhidos para as alíquotas dos picos 
de HPLC obtidos na análise de extracto agitado de Lúcia-lima e do extracto após 3h de reacção 
síntese de AuNPs com R 10.0 e não identificados por MS. 
Na Figura 54 estão representados os espectros de UV-Visível recolhidos para os picos 
adicionais (picos 5 a 9) obtidos na análise HPLC do extracto agitado de Lúcia-lima. 
  
  
Figura 54: Espectros de UV-Visível (200-450nm) dos picos 5 a 9 indicados no cromatograma do extracto agitado de 
Lúcia-lima Figura 8. (A) Picos 5 e 6  de tempos de retenção 13.03 e 13.35 min (74,8% relativamente ao pico 2); (B) 
pico 7 de tempo de retenção 14.62 min (7,4%); (C) pico 8 de tempo de retenção 15.75 min (195,0%) (D) pico 9 de 
tempo de retenção 23.67 min (7,1%). Os espectros dos picos 5, 6 e 7 são muito semelhantes ao do pico 2, atribuído 
ao Verbascósido. O espectro do pico 8 é muito semelhante aos dos picos 1 e 3, atribuídos a Luteolina-7-O-
diglucorónido e Crisoeriol-7-O-diglucorónido. 
200 300 400
A
b
s 
/u
.a
.
λ /nm
200 300 400
A
b
s 
/u
.a
.
λ /nm
200 250 300 350 400 450
A
b
s 
/u
.a
.
λ /nm
200 300 400
A
b
s 
/u
.a
.
λ /nm
A B 
C D 
Biossíntese, caracterização e citotoxicidade de Nanopartículas de Ouro obtidas a partir de extractos de Plantas 
Pág. 106 
A Figura 55 representa os espectros de UV-Visível recolhidos para os picos adicionais (picos 5 
a 9) obtidos na análise HPLC do extracto agitado de folha de Lúcia-lima após a reacção de 
síntese de AuNPs a R 10.0 durante 3h. 
 
 
Figura 55: Espectro de UV-Visível (200-600nm) dos picos a, b e c do extracto fervido 1 de Lúcia-lima após a 
formação de nanopartículas durante 3h a 25°C com R 10.0. Os picos a, b e c foram detectados a 12.41, 13.58 e 
18.47 min de tempo de retenção. O espectro UV-Vis do pico c é muito semelhante ao pico 2 atribuído a 
Verbascósido (Tabela 6). 
5. 1 .   ANEXO  2 
O anexo 2 contém o espectro de UV-Visível obtido para o pico a do extracto agitado de Erva 
de São Roberto cuja composição não foi identificada por análise MS. 
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Figura 56: Espectro de UV-Visível (200-600nm) do pico a extracto agitado de Erva de São Roberto de tempo de 
retenção 18.42min (11.3% relativamente ao pico 3 do extracto fervido). 
 
5. 1 .   ANEXO  3 
O anexo 3 contém os espectros de FTIR do extracto de Lúcia-lima antes e depois da remoção 
da água da amostra. 
 
Figura 57: Espectros de FTIR-ATR recolhidos (4000 a 650cm-1) para o extracto de Lúcia-lima inicial com amostra 
líquida (linha preta) e após secura da mesma em estufa a 40°C (linha cinzenta) (resolução 2cm-1 com 128 scans para 
a amostra e 98 scans para o background). 
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